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RESUMEN 
 
El silenciamiento génico postranscripcional es un mecanismo de degradación de 
RNA dependiente de homología de secuencia, que actúa como un sistema natural de 
defensa en plantas frente a infecciones virales. Se conoce además, que el RNA bicatenario 
(dsRNA) constituye el inductor de esta respuesta de defensa adaptativa y altamente 
conservada en la evolución. En este trabajo de Tesis se han abordado dos estrategias que 
aunque diferentes, ambas se basan en la utilización de moléculas dsRNAs derivadas de 
secuencias virales para interferir con la infección de los virus. La primera estrategia se basa 
en la expresión de dsRNA de forma estable por transgenes que codifican la transcripción de 
secuencias virales dispuestas en repetición invertida (IR). En este sentido, se han obtenido 
líneas transgénicas de Nicotiana benthamiana en las cuales se ha introducido un transgén 
que contiene una repetición invertida de la región 54k de la replicasa del virus del moteado 
suave del pimiento (PMMoV). La expresión de esta construcción produjo la acumulación 
estable en la planta de un transcrito de longitud correspondiente a la secuencia transgénica. 
En ensayos de protección frente a PMMoV, cerca del 70% de estas líneas R0 regeneradas 
mostraron resistencia frente al virus. Por el contrario, construcciones dispuestas en 
repetición directa, que codifican la misma región del virus pero sin capacidad de hibridar 
intramolecularmente, mostraron resistencia al virus en tan solo un 6-20% de las plantas R0 
regeneradas. La resistencia a PMMoV estuvo asociada con la acumulación de pequeños 
RNAs de 21 y 25 nts, característicos del PTGS, en un estadío previo a la inoculación viral. 
Se ha caracterizado una línea R2 en homocigosis, IR4#8, que expresa el RNA bicatenario. 
Esta línea ha sido sometida a títulos crecientes de inóculo viral en la hoja y a una elevada y 
continua presión de inóculo vía haces vasculares, mediante la utilización de injertos. En 
todos los casos, las plantas transgénicas presentaron elevada resistencia (inmunidad) frente 
al virus hasta el final del ciclo vital. Por otra parte, cuando plantas de esta línea transgénica 
fueron inoculadas con tobamovirus con baja similitud nucleotídica con PMMoV-S, como TMV 
o ToMV, éstas mostraron un fenotipo de susceptibilidad, sin embargo, cuando fueron 
inoculadas con PMMoV-I, un tobamovirus con elevada similitud nucleotídica con PMMoV, 
las plantas mostraron un fenotipo de completa resistencia, indicando esto la alta 
especificidad del mecanismo que promueve la resistencia en estas plantas. 
La segunda estrategia se presenta como una alternativa a la transformación genética 
de plantas y se basa en la producción de dsRNAs derivados de secuencias virales en 
bacterias. Previamente había sido demostrado que la inoculación conjunta de virus y dsRNA 
derivado de secuencias virales producido in vitro, previene de manera específica la infección 
viral en plantas. Con objeto de contar con grandes cantidades de dsRNA que pudieran ser 
utilizadas en estudios de PTGS, así como para su potencial uso en el control de las 
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enfermedades virales en plantas, se ha desarrollado un sistema de expresión inducible de 
estas moléculas en bacteria. Los dsRNAs así expresados corresponden a diversas 
secuencias genómicas derivadas de PMMoV, del virus de la sharka (PPV) y del virus Y de la 
patata (PVY). Los dsRNAs purificados a partir de bacteria y co-inoculados con el virus 
homólogo en plantas de N. benthamiana y Capsicum annuum, presentaron  una 
interferencia específica con la infección viral. Además, cuando extractos crudos de dsRNAs 
obtenidos mediante el lisado de la bacteria por la Prensa Francesa, sin ningún paso 
adicional de purificación, fueron co-inoculados con el virus homólogo o pulverizados sobre la 
superficie foliar de las plantas, se observó que eran igualmente efectivos en la protección 
viral, incluso cuando la pulverización se había efectuado varios días antes de la inoculación 
del virus. No se obtuvo protección de las plantas por este método cuando la inoculación del 
virus se realizó mediante el vector Myzus persicae. Sin embargo, cuando las moléculas 
dsRNAs fueron expresadas transitoriamente en las plantas, se obtuvo una interferencia total 
con la transmisión del virus por el vector, resultando las plantas protegidas de la infección 
viral. 
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SUMMARY 
 
Post-transcriptional gene silencing is a homology-dependent RNA degradation 
system designed to act as a natural defense of plants against virus infections. Moreover, it is 
known that double-stranded RNA (dsRNA) constitutes the inducer of this evolutionary 
conserved, adaptive defense response. In this thesis two strategies have been pursued that 
although different, both rely on the use of dsRNA molecules derived from viral sequences to 
interfere with virus infections. The first strategy was based on the stable expression of 
dsRNA by transgenes encoding the transcription of viral sequences arranged as inverted 
repeats (IR). Nicotiana benthamiana plants have been transformed with a transgene 
containing an inverted repeat of the 54k region of the replicase of pepper mild mottle virus 
(PMMoV). The expression of this construct produced the stable accumulation in plants of 
transcripts corresponding in length to the transgene sequence. In protection assays against 
PMMoV, near 70% of these regenerated R0 plants showed resistance to the virus. On the 
contrary, plants transformed with viral sequences arranged as direct repeats, encoding the 
same region of the virus but not able to form dsRNAs, showed resistance to the virus in only 
6-20% of the regenerated R0 plants. PMMoV resistance was associated with the 
accumulation of small RNAs of 25 and 21 nts, a hallmark of PTGS, in a stage previous to 
viral inoculation. A dsRNA-expressing, homozygosis R2 line, IR4#8, has been characterized. 
This line was challenged by increasing titers of viral inoculum in the leaf and by a high and 
continuous supply of viral inoculum through the vascular system by grafting. In all the cases, 
transgenic plants displayed high resistance (immunity) to the virus until their life cycles were 
completed. On the other hand, when plants of this transgenic line were inoculated with other 
tobamoviruses with low nucleotide similarity with PMMoV, like TMV or ToMV, they showed a 
phenotype of susceptibility. However, these plants showed a phenotype of complete 
resistance when they were inoculated with PMMoV-I, a tobamovirus with high nucleotide 
similarity with PMMoV. These findings argue for the high specificity of the mechanism that 
promotes the resistance in these plants. 
The second strategy appears as an alternative to the genetic transformation of plants 
and is based on the production of dsRNAs derived from viral sequences in bacteria.  
Previously, it had been demonstrated that the inoculation of virus together with dsRNA 
derived from viral sequences produced in vitro, prevents virus infections in plants in a 
sequence-specific manner. In order to obtain large amounts of virus-derived dsRNA that 
could be used in PTGS studies as well as for its potential use in the control of the viral 
diseases in plants, an inducible expression system of these molecules in bacteria has been 
developed. The dsRNAs corresponded to diverse genomic sequences derived from PMMoV, 
plum pox virus and potato virus Y. dsRNAs purified from bacteria and co-inoculated together 
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with the homologous virus in plants of N. benthamiana and Capsicum annuum, displayed a 
specific interference with viral infections. Furthermore, crude extracts of bacterially 
expressed dsRNAs, made by lysing cell pellets with the French Press without any additional 
step of purification, were equally effective protecting plants against virus infection. Virus 
infectivity was significantly abolished when plants were sprayed with French Press lysates 
several days before mechanical inoculation with the virus. However, plants were not 
protected by this approach when inoculation of the virus was made by means of the natural 
vector, Myzus persicae. Nevertheless, transient expression of viral dsRNA molecules in 
plants yielded a total interference with the transmission of the virus by the vector, and the 
plants became protected from viral infection. 
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ABREVIATURAS 
 
AMV RT  Transcriptasa reversa del virus de la mieloblastosis de aves 
BSA   Albúmina de suero bovino 
CP   Proteína de la cápsida viral 
CTAB   Bromuro de Cetiltrimetilamonio 
DIECA  Dietilditiocarbamato 
DNA   Ácido desoxirribonucleico 
dNTP   Desoxirribonucleótido trifosfato 
DO   Densidad óptica 
dpa  Días postagroinfiltración  
dpi   Días postinoculación 
dsRNA  RNA de doble cadena 
DTT   Ditiotreitol 
EDTA   Ácido etilendiaminotetracético 
ELISA   Ensayo inmunoenzimático 
g   Gramo 
GFP   Proteína fluorescente verde 
GUS   β-Glucuronidasa 
HC-Pro  Factor de transmisión o componente auxiliar 
kb   Kilobase 
kDa   Kilodalton 
l   Litro 
M   Molar 
mA   Miliamperios 
MES   Ácido morfolinoetanosulfónico 
mg   Miligramo 
µg   Microgramo 
min   Minuto 
miRNA  Micro RNA 
ml   Mililitro 
µl   Microlitro 
mM   Milimolar 
µM   Micromolar 
MOPS  Ácido morfolinopropansulfónico 
mRNA  Ácido ribonucleico mensajero 
ng   Nanogramo 
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nm   Nanómetro 
NOS-ter Terminador del gen de la nopalina sintasa 
nt   Nucleótido 
NTP   Ribonucleótido trifosfato 
ºC   Grados centígrados 
ORF   Fase de lectura abierta 
pb  Pares de bases   
PBS   Tampón fosfato salino 
PCR   Reacción en cadena de la polimerasa 
pg   Picogramo 
PTGS   Silenciamiento génico postranscripcional 
PVP   Polivinil pirrolidona 
RdRP   RNA polimerasa dependiente de RNA 
RISC   Complejo de silenciamiento inducido por RNA 
RNA   Ácido ribonucleico 
RNasa  Ribonucleasa 
rRNA  RNA ribosómico 
RT-PCR  Transcripción inversa seguida de PCR 
SDS   Dodecilsulfato sódico 
seg   Segundo 
siRNA   RNA pequeño interferente 
TBE   Tampón Tris-borato-EDTA 
TGB   Bloque de genes triple 
Tris   Tris(hidroximetil)aminometano 
U   Unidad de actividad enzimática 
UV  Ultravioleta 
VIGS   Silenciamiento génico inducido por virus 
wt  Tipo silvestre   
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Acrónimos de Virus 
 
Nombre (Nombre inglés), Género 
 
CaMV   Virus del mosaico de la coliflor (Cauliflower mosaic virus), Caulimovirus. 
CMV   Virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus), Cucumovirus. 
PMMoV  Virus del moteado suave del pimiento (Pepper mild mottle virus), 
Tobamovirus. 
PPV   Virus de la sharka o Virus de la viruela del ciruelo (Plum pox virus), 
Potyvirus. 
PVX   Virus X de la patata (Potato virus X), Potexvirus. 
PVY   Virus Y de la patata (Potato virus Y), Potyvirus. 
TEV   Virus del grabado del tabaco (Tobacco etch virus), Potyvirus. 
TMV   Virus del mosaico del tabaco (Tobacco mosaic virus), Tobamovirus. 
ToMV  Virus del mosaico del tomate (Tomato mosaic virus), Tobamovirus 
TRV   Virus del cascabeleo del tabaco (Tobacco rattle virus), Tobravirus. 
TuMV   Virus del mosaico del nabo (Turnip mosaic virus), Potyvirus. 
TVMV   Virus del moteado de las venas del tabaco (Tobacco vein mottling virus), 
Potyvirus.
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1.1. SILENCIAMIENTO POR RNA 
 
Los organismos eucariotas han desarrollado un mecanismo adaptativo de regulación 
de la expresión génica en sus tres diferentes niveles (transcripcional, postranscripcional y 
traduccional), conocido como silenciamiento por RNA. Entre sus manifestaciones cabe 
destacar un proceso de degradación de RNA específico de secuencia, una de cuyas 
funciones es la de proteger al genoma eucariota contra moléculas de RNA tanto de origen 
endógeno como exógeno. Por tanto, se le considera una respuesta natural de defensa frente 
a secuencias invasoras, como por ejemplo los virus (Voinnet, 2005). El silenciamiento por 
RNA juega un papel importante también en el control de otros elementos de DNA y RNA 
potencialmente dañinos para la estabilidad del genoma, como son los transposones y 
retrotransposones (Sijen y Plasterk, 2003; Vastenhouw y Plasterk, 2004). También parece 
estar implicado en otros procesos celulares, como la organización de la cromatina (Volpe et 
al., 2002; Verdel et al., 2004) y el reordenamiento del DNA en algunos protozoos (Taverna et 
al., 2002; Mochizuki y Gorovsky, 2004). En relación con estas funciones, el silenciamiento 
por RNA es capaz de dirigir en el núcleo la metilación de secuencias de DNA homólogas al 
RNA diana del silenciamiento (Jones et al., 2001; Matzke et al., 2004).  
 
El silenciamiento por RNA es un mecanismo conservado entre los reinos, conocido 
como quelling en hongos (Romano y Macino, 1992), interferencia por RNA (RNAi) en 
animales (Fire et al, 1998) y cosupresión o silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) 
en plantas (Baulcombe, 2004). La característica unificadora de este mecanismo entre los 
diferentes organismos es la presencia de RNAs de bajo peso molecular de 21 a 25 
nucleótidos (nts), denominados pequeños RNAs (smRNAs) o pequeños RNAs interferentes 
(siRNAs) (Hamilton y Baulcombe, 1999; Hamilton et al., 2002; Plasterk, 2002). Además, 
análisis bioquímicos y genéticos han mostrado que el corazón del mecanismo del 
silenciamiento por RNA es compartido entre diferentes eucariotas (Tijsterman et al., 2002; 
Plasterk, 2002; Voinnet, 2002; Zamore, 2002; Bartel 2004; Baulcombe, 2004; Hannon y 
Conklin, 2004; Matzke et al., 2004; Meister y Tuschl, 2004). 
 
El silenciamiento por RNA también parece jugar un papel importante en la regulación 
de la expresión de genes endógenos, mediada por micro RNAs (miRNAs) y otros pequeños 
RNAs (Llave et al., 2002b; Bartel y Bartel, 2003). Los miRNAs, similares en estructura y 
función a los siRNAs, son codificados por genes endógenos que producen transcritos con 
estructuras secundarias características (Llave et al., 2002b). Estos RNA precursores son 
procesados por una serie de enzimas de tipo RNasa III para formar miRNAs (Bartel, 2004), 
de manera similar al procesamiento de dsRNAs para formar siRNAs. El modo de acción de 
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los miRNAs es también muy similar al de los siRNAs, ya que pueden dirigir la degradación 
de mRNAs con los que tienen una alta complementariedad de secuencia (Llave et al., 
2002a), o bien bloquear la traducción de mRNAs con los que tienen complementariedad de 
secuencia parcial (Bartel, 2004). Además, gran parte de los complejos enzimáticos que 
intervienen en el silenciamiento por siRNAs podrían también estar implicados en la 
regulación génica por miRNAs (Hutvágner y Zamore, 2002). 
 
1.2. SILENCIAMIENTO GÉNICO POSTRANSCRIPCIONAL 
 
El silenciamiento génico puede presentarse al menos a dos niveles: silenciamiento 
génico transcripcional (TGS), en el que se produce una reducción de la transcripción del gen 
diana en el núcleo, asociada a la metilación de la región promotora  (Vaucheret et al., 1998); 
y silenciamiento génico postranscripcional (PTGS), en el que la transcripción del gen en el 
núcleo no se ve afectada, pero la acumulación de transcritos en el citoplasma se ve 
notablemente reducida debido a su degradación específica (Sijen y Kooter, 2000; Vaucheret 
et al., 2001).  La degradación afecta a todos los RNAs del citoplasma con homología de 
secuencia con el gen silenciado, y suele ir acompañada de metilación en la región 
codificadora. Asociados a ambos procesos aparecen fragmentos pequeños de RNA de 
aproximadamente 21-25 nts cuya secuencia es homóloga al RNA degradado (Hamilton y 
Baulcombe, 1999; Mette et al., 2000) (Figura 1.1). Dado que el TGS y el PTGS comparten 
otros aspectos, se ha sugerido que los pasos involucrados en ambos procesos podrían ser 
los mismos, difiriendo sólo en la secuencia que actúa como diana (Waterhouse et al., 2001). 
 
Se ha demostrado en varios sistemas que tanto el TGS como el PTGS son inducidos 
por RNAs de cadena doble (dsRNA) (Metzlaff et al., 1997; Montgomery y Fire, 1998; 
Waterhouse et al., 1998; Fire, 1999; Sharp, 1999; Schweizer et al., 2000; Tenllado y Díaz-
Ruíz, 2001; Klahre et al., 2002), que varían en longitud y origen. La evidencia directa de que 
las moléculas dsRNAs son inductoras de silenciamiento génico vino dada por experimentos 
en Caenorhabditis elegans, en los cuales la alimentación o el empapamiento de los 
nemátodos con moléculas dsRNAs desencadenó una respuesta de silenciamiento 
específica del correspondiente gen endógeno o transgén (Fire et al., 1998). De hecho, el 
PTGS en plantas puede ser desencadenado por virus que replican en el citoplasma, muchos 
de los cuales producen intermediarios de replicación que son dsRNAs (Ratcliff et al., 1997; 
1999; Ruiz et al., 1998a; Baulcombe, 1999), o por transgenes que han sido diseñados para 
producir cadenas complementarias de RNA o dsRNA (Wang y Waterhouse., 2000; 
Waterhouse et al., 2001).  
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1.2.1. Resistencia derivada del patógeno y silenciamiento génico 
 
La teoría de la “resistencia derivada del patógeno” expresada por Sanford y Johston 
(1985) propone que determinadas secuencias génicas del propio patógeno insertadas en el 
genoma del huésped, y capaces de expresarse de forma constitutiva en éste, pueden dar 
lugar a una protección frente a la infección por el agente patógeno.  
 
La primera demostración de resistencia derivada del patógeno fue publicada en 1986 
(Powell-Abel et al., 1986). Ellos observaron que en plantas transgénicas de tabaco que 
expresaban el gen de la proteína de la cápsida de TMV, cuando éstas eran desafiadas 
frente a TMV, las plantas no mostraban síntomas o mostraban un retraso en la aparición de 
éstos. Este tipo de resistencia  derivada del patógeno llegó a ser conocido como resistencia 
mediada por la proteína de la cápsida (Bendahmane, et al., 1997; Beachy, 1999). En este 
grupo se ha descrito la obtención de resistencia en plantas transgénicas expresando la CP 
de virus diversos, como PVX, CMV y TRV, entre otros. Estas plantas mostraban niveles 
moderados de resistencia, la cual podía ser sobrepasada con una presión de inoculo 
extremadamente alta, o mediante la inoculación con RNA viral desnudo (Wilson, 1993; 
Beachy, 1994; Baulcombe, 1996). Se ha descrito también resistencia mediada por proteínas 
no estructurales, tales como las proteínas implicadas en el movimiento de los virus célula a 
célula a través de los plasmodesmos (Lapidot et al., 1993; Malyshenko et al., 1993; Cooper 
et al., 1995; Seppanen et al., 1997) y proteínas codificadas por secuencias nucleotídicas 
correspondientes a las replicasas virales (Golemboski et al., 1990; Anderson et al., 1992; 
Audy et al., 1994; Tenllado et al., 1995; Baulcombe, 1996; Palukaitis y Zaitlin, 1997).   
 
Los primeros indicios de que el silenciamiento génico podría estar implicado en 
algunos fenómenos de resistencia derivada del patógeno, surgieron al observar la obtención 
de resistencia a virus mediada por transgenes virales que no codificaban proteínas. Lindbo y 
Dougherty (1992) en un intento por demostrar que era la alta acumulación de proteína la 
responsable del incremento en el nivel de resistencia, generaron líneas transgénicas que 
expresaban distinta cantidad de proteína CP de TEV, y como control llevaban plantas que 
expresaban una versión no traducible de la CP. Las diferentes líneas fueron desafiadas con 
TEV y sorprendentemente observaron que plantas que expresaban la versión no traducible 
de la CP mostraban inmunidad frente al virus, no detectándose acumulación de la CP de 
TEV o de partículas infecciosas. Basados en estos resultados ellos sugirieron que la 
secuencia de RNA CP TEV y no la proteína CP en sí misma, era la responsable de la 
resistencia a virus en estas plantas transgénicas. Más tarde se observó en plantas con altos 
niveles de resistencia a TEV, correlación entre la resistencia al virus y el silenciamiento 
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postranscripcional del transgén viral (Lindbo et al., 1993). A este tipo de respuesta, 
mayoritario entre los ejemplos descritos de resistencia derivada del patógeno, se le ha 
denominado resistencia mediada por RNA y se reconoce como una manifestación particular 
del fenómeno de PTGS.  
 
1.2.2. Silenciamiento génico inducido por transgenes 
 
Publicaciones de tres grupos en 1990 demostraron que la introducción de transgenes 
en plantas podía regular la expresión de genes endógenos (Napoli et al., 1990; Smith et al., 
1990; van der Krol et al., 1990). Napoli et al. (1990) trataban de sobreexpresar ciertos 
caracteres de la planta mediante la introducción de copias extra de un gen, e 
inesperadamente observaron que en algunos casos este gen se expresaba por debajo de 
los niveles observados en plantas no transgénicas. La inactivación de la expresión génica no 
solo afectaba al transgén introducido sino también a los genes endógenos con homología a 
éste, a lo que se denominó co-supresión (Napoli et al., 1990) y que actualmente se conoce 
como PTGS. Una vez que el proceso es iniciado, el PTGS conduce a la degradación de 
RNAs homólogos, ya sea procedente de genes endógenos (Napoli et al., 1990; de Carvalho 
et al., 1992; van Blokland et al., 1994; Vaucheret et al., 1997; van Eldik et al., 1998), 
transgenes (Ingelbrencht et al., 1994; Elmayan y Vaucheret., 1996; English et al., 1996) o 
virus (Lindbo et al., 1993; Dougherty et al., 1994; English et al., 1996; Sijen et al., 1996) 
 
Aún cuando existen muchos informes de inducción de silenciamiento génico por un 
transgén, todavía no se tiene claridad de cómo se produce este fenómeno y porqué sólo se 
induce en algunas plantas transformadas. En principio, la inducción de silenciamiento por un 
transgén parece ser independiente de su secuencia, aunque es posible que algunos motivos 
o estructuras en el RNA pudieran favorecer su inducción (Maiti et al., 1993; Prins et al., 
1996; Wang et al., 2004). Otros factores como la traducibilidad/estabilidad del RNA (Cassidy 
y Nelson, 1995), también podrían influir sobre la capacidad del transgén de inducir PTGS. 
En algunos casos parece ser necesaria la transcripción activa del transgén (Que et al., 
1997), y en otros, se ha observado PTGS en transgenes desprovistos de promotor (van 
Blokland et al., 1994).  
 
Se han propuesto varios modelos que tratan de explicar como se induce el 
silenciamiento génico por un transgén (Waterhouse et al., 1999). Uno de estos modelos 
propone que el PTGS podría ser inducido en algunas líneas transgénicas como 
consecuencia de altos niveles de transcripción del transgén, por encima de cierto umbral 
(Lindbo et al., 1993). Estos niveles de transcripción podrían ser motivados por la utilización 
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de promotores fuertes (Elmayan y Vaucheret, 1996; Que et al., 1997) o por la presencia de 
un alto número de copias del transgén (Goodwin et al., 1996). Se ha sugerido que la 
acumulación del RNA por encima de este umbral podría ser reconocida por una enzima 
RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) capaz de sintetizar RNAs complementarios, 
que promoverían la degradación específica del RNA (Lindbo et al., 1993). Sin embargo, 
otros datos contradicen este modelo al encontrarse líneas silenciadas y no silenciadas 
transformadas con la misma construcción y con niveles similares de transcripción (English et 
al., 1996).   
 
Un modelo alternativo propone que el PTGS se induciría por la producción de RNAs 
aberrantes a partir del transgén (Dougherty y Parks., 1995; Depicker y Van Montagu., 1997; 
Metzlaff et al., 1997; Matzke y Matzke., 1998; Vaucheret et al., 1998; Wassenegger y 
Pélissier., 1998, Baulcombe, 1999). Se ha sugerido que eventos en la transcripción, no 
entendidos aún, podrían interferir con la transcripción regular del transgén, conduciendo a la 
producción de estos RNAs aberrantes (Fagard y Vaucheret, 2000), y estos RNAs podrían 
ser usados como molde por una RdRp para la producción de dsRNAs, desencadenándose 
de esta manera el PTGS (Mello y Conte, 2004). Alternativamente, la producción de estos 
RNAs aberrantes podría verse estimulada por la metilación de la secuencia codificante del 
transgén, que se observa con frecuencia en transgenes silenciados (Ingelbrencht et al., 
1994; English et al., 1996; Elmayan et al., 1998; Jones et al., 1998a). Se ha propuesto que la 
presencia de varias copias del transgén podría favorecer la existencia de interacciones 
ectópicas entre el DNA homólogo que favoreciese la metilación (Baulcombe y English, 
1996). Además, se ha observado que la metilación de novo del transgén parece preceder el 
inicio de la resistencia a virus mediada por PTGS (Jones et al., 1998b). Debido a que la 
metilación de novo puede ser desencadenada en un transgén por la replicación del RNA de 
un viroide homólogo (Wassennegger et al., 1994), se sugirió que la existencia de una señal 
de RNA desencadenaría la metilación del transgén y subsecuentemente se desencadenaría 
el PTGS (Jones et al., 1998b; Wassenegger y Pélissier., 1998). El análisis más detallado de 
la inserción de las copias de un transgén en plantas transgénicas, reveló que el 
silenciamiento se asocia frecuentemente con la inserción de varias copias del transgén 
(Smith et al., 1994; Goodwin et al., 1996), contiguas en un solo locus, dispuestas una 
seguida de la otra como repeticiones directas o una contra la otra como repeticiones 
invertidas (IR) (Sijen et al., 1996; Stam et al., 1997; Muskens et al., 2000). Se propuso que 
tal disposición podría favorecer la síntesis de RNAs aberrantes  (Sijen et al., 1996).  
 
Ambos modelos, basados en el umbral de RNA o en la producción de RNAs 
aberrantes, no son excluyentes y podrían darse en combinación, de manera que los altos 
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niveles de transcripción promovieran la producción de RNAs aberrantes y favoreciera la 
inducción de PTGS. 
 
Luego del interesante descubrimiento de que el dsRNA induce el PTGS en plantas con 
mayor eficiencia que el RNA de cadena sencilla (Waterhouse et al., 1998; Tenllado y Díaz-
Ruíz, 2001) y que estas moléculas dsRNAs son un potente inductor de PTGS en otros 
organismos como nemátodos (Fire et al., 1998) y Drosophila (Kennerdell y Carthew, 1998), 
se propuso que el silenciamiento se producía en aquellas plantas transgénicas en las que la 
disposición de las copias del transgén favoreciese la producción de dsRNA. La producción 
de dsRNA podría darse en el caso de que un transgén se insertase frente a un promotor de 
la planta, de manera que se produjesen transcritos sentido y antisentido. También podría 
producirse en el caso de que dos copias del transgén se insertasen en disposición IR. En 
esta situación, se produciría dsRNA en el caso de fallar con cierta frecuencia la terminación 
de la transcripción en alguna de las copias del transgén (Sijen y Kooter, 2000) (Figura 1.1). 
 
1.2.3. Silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) 
 
Las investigaciones del mecanismo del PTGS y la resistencia natural de las plantas a 
virus están estrechamente relacionados con los estudios del fenómeno de ´recovery´ o 
recuperación en plantas infectadas con virus.  Este fenómeno fue descubierto en plantas 
transgénicas de tabaco portando un transgén que codifica para la CP de TEV, altamente 
expresado (Lindbo et al., 1993). Cuando estas plantas fueron infectadas con TEV, 
inicialmente manifestaron síntomas de infección en las hojas, pero éstos fueron 
desapareciendo progresivamente en tejidos nuevos, los cuales llegaron a ser resistentes a 
una segunda inoculación con TEV. En estos tejidos nuevos el mRNA del transgén fue 
degradado a nivel postranscripcional. Trabajos posteriores demostraron que cuando el 
PTGS es desencadenado, en otros ejemplos de recovery, tanto el RNA viral como el RNA 
del transgén derivado del virus son degradados, resultando en la eliminación del virus y en 
la recuperación de la planta (Tenllado et al., 1995; English et al., 1996; Kjemtrup et al., 1998; 
Ruiz et al., 1998a; Guo et al., 1999; Tenllado y Díaz Ruíz, 1999). Se ha demostrado también 
que virus recombinantes pueden inducir el silenciamiento de genes endógenos en plantas 
no transgénicas, cuando éstos portan secuencias con homología al gen (Kumagai et al., 
1995; Kjemtrup et al., 1998; Ruiz et al,. 1998a), aunque en estos casos parece que el 
silenciamiento se dispara preferentemente contra el RNA endógeno, y el virus generalmente 
no resulta eliminado (Ruiz et al., 1998a; Jones et al., 1999).  Plantas de tabaco infectadas 
con el virus TMV  portando secuencias de la fitoeno desaturasa (PDS), presentaron una 
disminución en el nivel estacionario del correspondiente transcrito celular (Kumagai et al., 
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1995). Por lo tanto, estos estudios demuestran que los virus además de ser dianas del 
PTGS, pueden inducir una respuesta de silenciamiento génico.  
 
La infección por un virus puede ser en sí misma suficiente para inducir una respuesta 
de PTGS. La evidencia proviene de experimentos en los cuales se ha demostrado que un 
fenómeno análogo al PTGS es inducido por ciertos virus, tanto de RNA (Ratcliff et al., 1997) 
como de DNA (Covey et al., 1997; Al-Kaff et al., 1998), en plantas no transgénicas 
infectadas, dando como resultado un fenotipo de recuperación. En estos casos, la inducción 
del PTGS sucede en ausencia de cualquier homología de secuencia conocida entre el virus 
inductor y el genoma de la planta, siendo el virus el único blanco. Plantas de tabaco 
silvestres que fueron inicialmente susceptibles a TBRV, se recuperaron de la infección viral. 
Mas aún, los tejidos recuperados de TBRV mostraron una resistencia específica de 
secuencia frente a una segunda inoculación con TBRV o a un virus recombinante 
heterólogo, portando fragmentos del genoma de TBRV (Ratcliff et al., 1997). 
 
La prueba definitiva de que los virus de RNA y de DNA desencadenan una respuesta 
de defensa del tipo PTGS vino por la demostración que en plantas infectadas se acumulan 
siRNAs derivados de secuencias virales (Hamilton y Baulcombe, 1999; Szittya et al., 2002). 
Los virus son por lo tanto inductores del silenciamiento de RNA que es dirigido contra su 
propia replicación. Es generalmente aceptado que la ruta de los siRNAs del silenciamiento 
por RNA es un mecanismo natural de defensa antiviral de las plantas. Aún cuando la ruta 
exacta para la biogénesis de siRNAs virales se desconoce, en el pasado se ha asumido que 
las moléculas dsRNAs originadas como intermediarios de la replicación viral son la fuente de 
siRNAs (Wang y Metzlaff, 2005). Sin embargo, recientemente se ha sugerido a regiones del 
genoma viral con fuerte estructura secundaria como el origen de siRNAs virales (Molnár et 
al., 2005).  
 
Aún cuando la infección de plantas con virus de RNA y DNA pueden inducir el 
silenciamiento del RNA, resultando en la producción de siRNAs de origen viral, el grado en 
que se da esta respuesta puede ser insuficiente para impedir la progresión del proceso de 
infección (Chellappan et al., 2004; Chen et al., 2004; Yoo et al., 2004; Lucioli et al., 2003; 
Szittya et al., 2002; Hamilton y Baulcombe, 1999).  Además, los virus codifican supresores 
del silenciamiento que actúan como una contradefensa para prevenir respuestas activadas 
por dsRNAs (Voinnet, 2005). 
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1.3. MECANISMO DEL SILENCIAMIENTO GÉNICO POSTRANSCRIPCIONAL (PTGS) 
 
En la mayoría de eucariotas, la percepción de moléculas dsRNAs en sus células 
desencadena una respuesta de defensa basada en el silenciamiento génico. Los primeros 
informes sobre silenciamiento génico en plantas transgénicas (Wassenegger y Pelissier, 
1998), hongos (Cogoni et al., 1994) y nemátodos (Fire et al., 1998), aportaron conocimientos 
sobre las características del silenciamiento por RNA fundamentalmente a nivel fisiológico. 
Sin embargo, los conocimientos a nivel molecular del mecanismo de silenciamiento por RNA 
provienen mayoritariamente de estudios bioquímicos realizados en extractos celulares de 
Drosophila (Tuschl et al., 1999) y en células humanas (Elbashir et al., 2001b), así como de 
estudios genéticos con mutantes de diversos organismos defectivos en silenciamiento 
(Tijsterman et al., 2002; Denli y Hannon, 2003). La mayoría de genes y demás factores 
implicados en silenciamiento por RNA tienen homólogos en múltiples organismos, lo que 
permite afirmar que el esquema básico del mecanismo de silenciamiento por RNA está 
bastante conservado. Sin embargo, algunos aspectos del mecanismo y del papel que juega 
podrían diferir de unos organismos a otros (Cerutti, 2003; Susi et al., 2004). 
 
El primer paso en la inducción de silenciamiento por RNA es el reconocimiento y 
procesamiento del dsRNA por parte de una enzima de tipo RNasa III, o ribonucleasa 
específica de dsRNA, denominada Dicer en Drosophila (Bernstein et al., 2001; Carmell y 
Hannon, 2004). Esta enzima corta el dsRNA en dúplex de 21-25 nts (siRNAs) (Hamilton y 
Baulcombe, 1999; Bernstein et al., 2001), en una manera dependiente de ATP (Hamilton y 
Baulcombe, 1999; Hammond et al., 2000; Zamore et al., 2000; Bernstein et al., 2001; 
Elbashir et al., 2001a), con extremos 5’-fosfato y dos nucleótidos protuberantes en los 
extremos 3’-hidroxilo (Elbashir et al., 2001b). Estas características estructurales son 
importantes para la entrada de los siRNAs en la ruta de silenciamiento, ya que siRNAs 
romos o careciendo del grupo 5´-fosfato son ineficientes para RNAi tanto in vitro como in 
vivo (Caplen et al., 2001; Nykänen et al., 2001; Boutla et al., 2001; Elbashir et al., 2001c; 
Parrish y Fire., 2001). Estos siRNAs son incorporados en un complejo enzimático, 
denominado ‘complejo de silenciamiento inducido por RNA’ (RISC) (Hammond et al., 2000; 
Nykänen et al., 2001), donde se cree que las dos hebras del siRNA se separan y sirven 
como guía para identificar RNAs complementarios. Estos RNAs diana son entonces 
cortados por RISC en el centro de la zona complementaria con el siRNA (Elbashir et al., 
2001b) y a continuación, probablemente, son degradados por exonucleasas (Figura 1.1).  
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Figura 1.1. Representación del mecanismo de silenciamiento por RNA y de los posibles puntos de 
acción de proteínas virales supresoras de silenciamiento. Algunos de los mecanismos postulados 
para la inducción de PTGS por parte de transgenes son: a) la disposición en repetición invertida (IR) 
de dos copias de un transgén, que permitiría la transcripción de un RNA capaz de formar una 
estructura de ‘horquilla’ de dsRNA. b) La inserción de un transgén frente a un promotor interno, que 
podría provocar la transcripción de RNAs ‘sentido’ y ‘antisentido’ capaces de formar un dsRNA. c) 
Alguna característica del transgén que promoviese la formación de RNA ‘aberrante’, capaz de inducir 
silenciamiento probablemente a través de la formación de dsRNA por una enzima RdRP de la célula 
(cRdRP). Numerosos virus son capaces de inducir silenciamiento durante la infección viral. d) Se cree 
que la formación de dsRNA durante la replicación mediada por la RdRP del virus (vRdRP) podría ser 
causante de la inducción de silenciamiento. e) Las distintas vías de inducción de PTGS confluirían en 
la formación de dsRNA. Éste es procesado por ‘Dicer’, que produce siRNA.  f) Los siRNAs se 
incorporan al complejo efector RISC que media la degradación de RNAs complementarios al siRNA. 
g) La amplificación del silenciamiento podría producirse por la formación de nuevo dsRNA a partir del 
RNA diana, por mediación de una RdRP celular (cRdRP) y posiblemente usando siRNAs como 
cebadores. h) En algún punto de esta ruta se produce una señal de silenciamiento sistémico, capaz 
de moverse de célula a célula y a larga distancia y de iniciar el silenciamiento en puntos distantes del 
organismo. 
 
En plantas, nemátodos y mamíferos existen varios genes homólogos a Dicer, que 
aparentemente participan en distintas vías de silenciamiento y de regulación por 
miRNAs/siRNAs (Lee et al., 2004; Xie et al., 2004). En Arabidopsis thaliana se han 
identificado cuatro proteínas homólogas de Dicer,  (DCL1 a DCL4), tres de las cuales están 
involucradas en el procesamiento de dsRNAs (Xie et al., 2004). DCL1 parece estar 
implicada en la biogénesis de miRNAs (Reinhart et al., 2002; Kurihara y Watanabe, 2004), 
DCL2 parece participar en la defensa antiviral al ser necesaria para la producción de siRNAs 
a partir de RNA viral y DCL3 es necesaria en la producción de siRNAs endógenos 
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implicados en la organización de la cromatina y control de elementos transponibles (Xie et 
al., 2004). En la formación del complejo RISC participan varias proteínas, entre las que se 
encuentran proteínas de la familia Argonauta (AGO), de las que se postula que unirían 
siRNAs o miRNAs  (Hammond et al., 2001; Liu et al., 2004) y otras parcialmente 
caracterizadas (Caudy y Hannon, 2004). En A. thaliana se han identificado 10 homólogos de 
AGO, aunque aún no se conoce el rol de cada una. AGO1 es probablemente un 
componente del RISC, porque mutantes retienen la habilidad para acumular miRNAs, pero 
el corte del mRNAs diana no se produce (Vaucheret et al., 2004). AGO4 es requerida en el 
TGS, mutantes de AGO4 son defectivos para rutas de silenciamiento de la cromatina 
(Zilberman et al., 2003). AGO7 coordina la fase del desarrollo del cambio de juvenil a adulto 
(Hunter et al., 2003). Se sugiere que una misma proteína AGO puede participar en múltiples 
rutas de silenciamiento (Baulcombe, 2002). También es posible la existencia de varios 
complejos RISC especializados en distintas vías de silenciamiento o de regulación por 
miRNAs, ya que en Drosophila la proteína AGO2 es fundamental en la degradación de RNA 
mediada por siRNAs, mientras que AGO1 lo es en la formación y función de miRNAs 
(Okamura et al., 2004). Las proteínas Dicer además de su función en el procesamiento de 
dsRNA, podrían participar también en la formación del complejo RISC e incluso formar parte 
de él (Doi et al., 2003; Pham et al., 2004).   
 
Algunos aspectos del silenciamiento por RNA son comunes para los organismos 
eucariotas en los cuales se ha descrito este mecanismo, aunque existen otros aspectos que 
sólo ocurren en algunos de ellos. La amplificación, la transitividad y el silenciamiento 
sistémico del PTGS son fenómenos que han sido observados en plantas, hongos y 
nemátodos, pero parecen estar ausentes en mamíferos e insectos (Baulcombe, 2004). 
Además del procesamiento de dsRNA y corte de RNAs diana, existe una vía de 
amplificación que permite generar nuevos siRNAs a partir de los RNA diana (Sijen et al., 
2001; Vaistij et al., 2002). En esta función juegan un papel fundamental enzimas ‘RNA 
polimerasas dependientes de RNA’ (RdRP) (Ahlquist, 2002). Estas RdRP son requeridas en 
rutas de silenciamiento en C. elegans (Smardon et al., 2000), en hongos (Cogoni y Macino, 
1999; Volpe et al., 2002) y en plantas (Mourrain et al., 2000; Dalmay et al., 2000; Xie et al., 
2004). Se cree que la amplificación del PTGS la catalizarían las RdRp a partir del RNA 
diana, pudiendo o no usar siRNAs como cebadores, generando nuevo dsRNA. Este dsRNA 
seria procesado por Dicer produciendo siRNAs y complejos RISC efectores adicionales.  
 
El modelo de amplificación del PTGS sirve también para explicar el fenómeno de 
transitividad, que consiste en la extensión del silenciamiento desde la región diana inicial del 
silenciamiento a secuencias no dianas adyacentes (Vaistij et al., 2002; Himber et al., 2003). 
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Este fenómeno fue demostrado por la detección de siRNAs que no correspondían en 
secuencia al dsRNA original, sino que derivaban del RNA diana. En nemátodos solo se ha 
observado transitividad en dirección 3’-5’ del RNA diana, lo que se explicaría bien con el 
modelo en el que el siRNA actúa como cebador de la RdRP (Sijen et al., 2001). Sin 
embargo, en plantas se ha observado transitividad en dirección 3’-5’ y además en 5’-3’, lo 
que no se explica con el modelo de siRNAs como cebadores. Se propone que en tales 
casos la actividad RdRP puede ser no dependiente de cebador, reconociendo el RNA diana 
por mediación de los siRNAs o a través de alguna otra característica peculiar del RNA diana, 
como falta de cola poli-A u otro tipo de modificación (Vaistij et al., 2002). Los fenómenos de 
amplificación y transitividad se observan con frecuencia cuando el silenciamiento es dirigido 
frente a transgenes, aunque no se observan cuando el silenciamiento es inducido frente a 
genes endógenos, lo que sugiere que alguna característica hace a los mRNAs endógenos 
sustratos poco eficientes para la actividad RdRP (Vaistij et al., 2002). 
 
El silenciamiento sistémico del PTGS ha sido descrito en nemátodos y en plantas. En 
algunos casos, la introducción de un inductor de PTGS en una porción de tejido o en un 
grupo de células, es capaz de generar una señal de silenciamiento que se moviliza en el 
resto del organismo, silenciando genes o transgenes, homólogos al inductor, en tejido 
distante (Voinnet y Baulcombe, 1997; Fire et al., 1998; Palauqui y Balzergue, 1999; Klahre et 
al., 2002). La naturaleza sistémica del PTGS en plantas fue elegantemente demostrada en 
experimentos con injertos (Palauqui et al., 1997). Ellos mostraron que una señal de 
silenciamiento puede moverse desde un pié de planta que contiene un transgén silenciado, 
hasta la parte superior del injerto que contiene un transgén homólogo no silenciado del 
PTGS, e inducir su silenciamiento (Palauqui et al., 1997). Se cree que la señal de 
silenciamiento tendría que ser un ácido nucleico, debido a su especificidad, y más 
probablemente RNA derivado de alguna etapa del silenciamiento a nivel local. En este 
sentido, existen en plantas dos tipos de siRNAs que difieren en tamaño (Hamilton et al., 
2002), unos de 21-22 nts y otros de 24-25 nts, y que probablemente son producidos por 
distintas enzimas Dicer (Tang et al., 2003). La presencia de siRNAs de 21-22 nts parece ser 
suficiente para producir degradación de RNAs homólogos, mientras que la presencia de 
siRNAs de 24-25 nts parece necesaria para la consecución de silenciamiento sistémico y la 
metilación en el núcleo de DNA homólogo (Hamilton et al., 2002).  
 
1.4. SUPRESORES DEL SILENCIAMIENTO GÉNICO 
 
Uno de los soportes más sólidos que apoyan que el silenciamiento por RNA sea un 
mecanismo natural de defensa contra virus viene de la demostración de que los virus de 
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plantas codifican proteínas capaces de suprimir el silenciamiento por RNA (Anandalakshmi 
et al., 1998; Beclin et al., 1998; Brigneti et al., 1998; Kasschau y Carrington, 1998; Voinnet et 
al., 2000; Li y Ding, 2001; Roth et al., 2004). La idea de que algunos virus vegetales 
pudieran ser capaces de suprimir el PTGS surgió a partir de experimentos que trataban de 
entender el fenómeno de sinergismo (Vance et al., 1995). Se observó que plantas 
transgénicas que expresaban la región 5´ terminal del genoma de diferentes potyvirus (que 
incluía las secuencias codificadoras de las proteínas P1, HC-Pro y parte de la P3) (Figura 
1.3) desarrollaban síntomas sinérgicos cuando se inoculaban con virus pertenecientes a 
otros grupos no relacionados, como PVX, CMV o TMV (Vance, et al., 1995; Pruss et al., 
1997). Pruss et al. (1997) demostraron que la expresión transgénica de la construcción 
P1/HC-Pro es suficiente para producir sinergismo, y sugirieron que esta proteína podría 
estar interfiriendo con un sistema general de defensa antiviral de la planta, permitiendo de 
este modo que los virus se acumularan más allá de los límites impuestos por el huésped y 
se propuso como hipótesis que ese mecanismo antiviral pudiera ser el PTGS. 
Posteriormente se corroboró dicha hipótesis y se identificó la proteína HC-Pro de potyvirus 
como el primer supresor viral del PTGS en plantas (Anandalakshmi et al., 1998; Kasschau y 
Carrington, 1998; Brigneti et al, 1998).  
 
Posterior al descubrimiento de la actividad supresora de HC-Pro de los potyvirus se 
han identificado en muchos otros virus proteínas con capacidad supresora (Moissiard y 
Voinnet, 2004; Roth et al., 2004), incluso en virus animales (Li et al., 2002; Delgadillo et al., 
2004). Por ser de interés en esta Tesis mencionamos la proteína supresora descrita para los 
tobamovirus, la p130 de ToMV y TMV (Kubota et al., 2003; Ding et al., 2004). Las proteínas 
supresoras de los diversos virus difieren en su estructura, localización celular, origen 
filogenético e incluso en la forma de interferir con el mecanismo de PTGS (Figura 1.1), 
implicando posiblemente un caso de convergencia evolutiva, lo que apoyaría la teoría de 
que los virus necesitan interferir con el PTGS para producir la infección viral. Algunas de 
estas proteínas son capaces de interferir con el silenciamiento en la propia célula en la que 
se expresan, mientras otras interfieren con la formación o el movimiento de la señal 
sistémica de silenciamiento. Algunas de ellas además pueden interferir con la función de los 
miRNAs, que están implicados en la regulación de la expresión de múltiples genes 
(Kasschau et al., 2003). Se cree que la interferencia con la función de miRNAs puede ser la 
causa de los defectos en desarrollo y diferenciación observados en plantas transgénicas que 
expresan algunos supresores de silenciamiento (Chapman et al., 2004; Dunoyer et al., 
2004).  
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1.5. VIRUS DE PLANTAS 
 
Los virus representan uno de los grupos de patógenos de plantas más importantes 
en la naturaleza, ya que causan graves pérdidas económicas en muchas especies de 
interés agronómico en todo el mundo (Hull, 2002). Debido a esto reviste gran importancia el 
estudio y desarrollo de nuevas tecnologías que permitan interferir o bloquear el proceso de 
infección viral, o bien potenciar la defensa natural de las plantas frente a virus.  
 
1.5.1. Los tobamovirus 
 
Los tobamovirus de pimiento constituyen uno de los grupos de virus que mayores 
pérdidas económicas ocasionan en cultivos de pimiento protegidos bajo cubierta en España 
y en el resto del mundo, por lo que la búsqueda de métodos de control de las virosis 
producidas por estos virus representa una necesidad prioritaria.  
 
La mayoría de los miembros del género Tobamovirus tienen un moderado rango de 
huéspedes que incluye plantas de tabaco, tomate, pimiento y otras solanáceas (Martelli y 
Quacquarelli, 1982). Los tobamovirus que infectan plantas de pimiento han sido clasificados 
en base a su interacción con el gen L de resistencia en Capsicum spp. Estos virus han sido 
designados como patotipos P0, P1, P1,2 y P1,2,3 de acuerdo a su capacidad de superar la 
resistencia conferida por los genes Lo, L1, L2, y L3 de la serie alélica L de Capsicum spp. 
(Boukema et al., 1980; Selassie y Marchoux, 1991). En todos los casos la resistencia se 
manifiesta con la inducción de lesiones necróticas, como consecuencia de la reacción 
hipersensible que se desencadena en las hojas infectadas. Aunque existen variedades de 
pimiento portadoras del gen L4 capaz de conferir resistencia a todos los tobamovirus de 
pimiento descritos, su introducción en variedades comerciales presenta problemas de 
estabilidad fenotípica de la resistencia, probablemente relacionados con las elevadas 
temperaturas que se alcanzan en cultivos bajo cubierta (Boukema, 1982), por lo que no 
representan una solución factible a las virosis de los tobamovirus de pimiento. Los 
tobamovirus son transmitidos a través de semillas y por contacto mecánico en las prácticas 
agrícolas. 
 
1.5.1.1. Virus del moteado suave del pimiento (PMMoV) 
 
El virus del moteado suave del pimiento (PMMoV; pepper mild mottle virus), 
pertenece al género Tobamovirus, cuyo miembro tipo es el virus del mosaico del tabaco 
(TMV; tobacco mosaic virus) (ICTV, 1995). Los virus del grupo de los tobamovirus se 
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caracterizan por tener una cápsida rígida y alargada de aproximadamente 18 nm de 
diámetro y una longitud de 300 nm. Los capsómeros que la constituyen se componen de 
una única cadena polipeptídica de entre 17 y 18 kDa y se distribuyen helicoidalmente 
alrededor de una molécula de ARN lineal de polaridad positiva que constituye el genoma del 
virus. Dentro de las razas de tobamovirus que infectan pimiento, PMMoV presenta dos 
aislados caracterizados a nivel molecular que se clasifican en patotipos diferentes en base a 
su reacción en Capsicum spp. portadores de distintos genes de la serie alélica L. El aislado 
español del virus (PMMoV-S) pertenece al patotipo P1,2, mientras que el aislado italiano 
(PMMoV-I) se agrupa en el patotipo P1,2,3 (García-Luque et al., 1990). 
 
El genoma de PMMoV-S está constituido por un RNA de cadena sencilla con 6.357 
nts que presenta una homología de secuencia nucleotídica del 68,5% con el RNA de TMV y 
del 69,4% con el RNA de ToMV (Alonso et al., 1991).  Esta molécula posee en su extremo 5’ 
una estructura metilada o “cap” (m7G5ppp5Gp) y en el extremo 3’ una estructura tipo tRNA.  
Su organización genética es similar a la descrita en TMV (Figura 1.2). El RNA está 
organizado en cuatro fragmentos en fase de lectura abierta (ORF) que codifican cuatro 
proteínas diferentes. La primera ORF codifica una proteína con un peso molecular estimado 
de 126 kDa (126K).  La segunda ORF se traduce por lectura a través del codón de 
terminación ambar de la proteína 126K dando lugar a una proteína de 183 kDa (183K). La 
tercera ORF codifica una proteína de peso molecular estimado de 30KDa (30K). Esta 
proteína posee una alta homología de secuencia con la proteína 30k de TMV que interviene 
en el movimiento célula a célula del virus a través de los plasmodesmos (Deom et al., 1987). 
La cuarta ORF codifica para una proteína de 17.5 kDa (17.5K) y es la proteína que forma los 
capsómeros de la cápsida del virus. En todos los tobamovirus en los que ha sido estudiada 
la estrategia de replicación viral, las proteínas 126K y 183K se traducen directamente del 
RNA viral, mientras que las proteínas 30K y 17.5K lo hacen a partir de dos mRNAs 
subgenómicos 3’ coterminales (Palukaitis y Zaitlin, 1986). Un putativo tercer RNA 
subgenómico contiene una ORF para una proteína de un peso molecular estimado de 54 
kDa. Esta ORF se encuentra en la porción de “lectura ocasional” (readthrough) del gen que 
codifica para la proteína 183 kDa. La región 54 kDa del gen de la replicasa viral de PMMoV-
S ha sido utilizado para la transformación genética de plantas en N. benthamiana (Tenllado 
et al., 1995), obteniéndose plantas resistentes a la infección por PMMoV-S. 
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     Figura 1.2. Organización genómica y estrategia de replicación de PMMoV-S 
 
1.5.2. Los potyvirus 
 
Los Potyvirus constituyen el mayor grupo de virus de plantas, con más de 200 
miembros que representan el 30% de todos los virus de plantas actualmente conocidos 
(Ward y Shukla, 1991; van Regenmortel et al., 2000). Estos virus provocan graves pérdidas 
económicas en cosechas y cultivos en todo el mundo (Hull, 2002). Desde el punto de vista 
filogenético se incluyen dentro del supergrupo de los virus de plantas de RNA de polaridad 
positiva tipo Picorna, ya que comparten aspectos de su estructura y expresión genómica con 
los picornavirus de animales (Goldbach, 1987; Goldbach et al., 1990).  
 
Los géneros propuestos para la familia Potyviridae se diferencian entre sí 
principalmente por su modo de transmisión en la naturaleza. Así, los potyvirus y los 
macluravirus son transmitidos por pulgones, los rymovirus y los tritimovirus por ácaros, los 
bymovirus por hongos y los ipomovirus por mosca blanca (van Regenmortel et al., 2000; 
Hull, 2002). 
 
1.5.2.1. El género Potyvirus 
 
1.5.2.1.1. Estructura y organización genómica 
 
La partícula viral de los potyvirus está compuesta por una sola cadena de ARN de 
sentido positivo de unas 10 kb, rodeado por unas 2000 copias de la proteína de la cápsida 
(CP) viral (Figura 1.3). Tanto los viriones como su ARN resultan ser infectivos cuando son 
inoculados en plantas. El 5% del peso de la partícula viral se debe a este ARN. El ARN 
126k 183K/54K5’ 3’
3´
MP 
CP
RNAs 
Subgenómicos126k
183k
 
                                                                                                                               Introducción 
 17 
genómico posee unida covalentemente una proteína VPg en su extremo 5´ (Murphy et al., 
1990; Riechmann et al., 1992) y presenta una cola de poliadenina (A) en el extremo 3´ (Hari 
et al., 1979). La información genética se encuentra organizada en una única ORF 
flanqueada por regiones no codificantes, que se traduce en una poliproteína de 
aproximadamente 350 kDa (Figura 1.3) cuyo procesamiento por proteasas virales da lugar a 
los productos finales (Riechmann et al., 1992). En la región no codificadora del extremo 5´, 
de unos 200 nucleótidos, aparecen algunos bloques de secuencia conservada entre 
diferentes potyvirus (Laín et al., 1989; Turpen, 1989; Simón-Buela et al., 2000). Esta región 
podría jugar un papel importante en procesos del ciclo viral como la encapsidación, la 
traducción o la replicación genómica (Laín et al., 1989; Carrington y Freed, 1990; Wu y 
Shaw, 1998), aunque no parece existir una estructura secundaria conservada (Turpen, 
1989). La región no codificadora presente en el extremo 3´ muestra un alto grado de 
heterogeneidad en tamaño, secuencia y estructura secundaria entre potyvirus (Turpen, 
1989; Quemada et al., 1990). Esta región no codificadora interacciona con la replicasa viral 
durante el inicio de la síntesis de la cadena de ARN de sentido negativo y ofrece protección 
frente a la degradación exonucleotídica (Bryan et al., 1992; Dolja et al., 1992). 
 
 
Figura 1.3. Organización genómica del ARN de potyvirus (arriba) y procesamiento 
de la poliproteína viral (abajo). El ARN viral se muestra como una barra 
franqueada por la proteína VPg y una cola de poliadenina en sus extremos 5’ y 3’ 
respectivamente. Tras su traducción, se origina una poliproteína que se 
autoprocesará dando lugar a nueve productos proteicos. Las flechas indican los 
puntos de corte de la poliproteína correspondientes a las proteasas virales: P1-
Pro, HC-Pro y NIa. 
 
1.5.2.1.2. Expresión genómica y procesamiento de la poliproteína viral 
 
El RNA genómico de los potyvirus funciona como un RNA mensajero. Aunque no se 
conoce bien cómo es el proceso de iniciación de la traducción, se cree que la poliproteína 
10 Kb
ARN +
Traducción
poliproteína
P3HC-ProP1-Pro 6k1 CI VPg-NIa6k2 NIb CP
P1-Pro (A)nVPg HC-Pro P3 6k1 CI 6k2VPg-NIa NIb CP
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viral sufre procesamientos co- y post-traduccionales que son llevados a cabo por las tres 
proteínas virales con función proteasa (Riechmann et al., 1992). El procesamiento de esta 
poliproteína da lugar a nueve productos proteicos que, a partir del extremo amino terminal, 
son: P1, factor de transmisión (HC-Pro), P3, 6k1, proteína de las inclusiones cilíndricas (CI), 
6k2, proteína “a” de las inclusiones nucleares (NIa), proteína “b” de las inclusiones nucleares 
(NIb) y proteína de la cápsida (CP) (Figura 1.3). El procesamiento de la poliproteína viral 
daría como resultado cantidades equimoleculares de cada una de las proteínas citadas 
(Restrepo et al., 1990), con excepción de aquellas que son resultado de un procesamiento 
parcial de las principales (6k1 y VPg). Sin embargo, los potyvirus podrían no necesitar la 
misma cantidad de todos estos productos para completar su ciclo biológico, de manera que 
los excedentes quedan acumulados en forma de inclusiones celulares compartimentalizadas 
en el citoplasma y núcleo (Lessemann, 1988). Cabe destacar que, mientras que las 
proteínas que forman inclusiones y la CP se detectan en cantidades considerables en las 
células infectadas (Hollings y Brunt, 1981), no ocurre lo mismo con los productos proteicos 
P1 y P3, los cuales sólo han podido ser detectados mediante inmunomicroscopía electrónica 
(Rodríguez-Cerezo y Shaw, 1991). Podría ocurrir que los potyvirus tuvieran un sistema de 
control de expresión de productos génicos basado en un procesamiento diferencial de los 
intermediarios (Dougherty et al., 1989). 
 
1.5.2.2. El virus de la sharka (PPV) 
 
La sharka es el nombre con el que se conoce una enfermedad devastadora que 
afecta a los frutales de hueso, mayoritariamente del género Prunus, cuyo agente causal es 
el potyvirus de la viruela del ciruelo, en inglés Plum Pox Virus (PPV) (Kegler y Schade, 
1971). Esta enfermedad se describió por primera vez en cultivos de ciruelo en Bulgaria en 
1917. Actualmente la sharka se distribuye en gran parte de Europa (Németh, 1994; Roy y 
Smith, 1994), norte de Africa (Wetzel et al., 1991), Chile (Acuña, 1993) y la India (Thakur et 
al., 1994), se ha descrito también en Estados Unidos (Levy et al., 2000) y en Canadá. En 
España la sharka se detectó por primera vez en 1984 en cultivos de ciruelo japonés var. Red 
Beauty en Sevilla, Murcia y Valencia (Llácer et al., 1985). Posteriormente la enfermedad se 
entendió a Cataluña, Baleares, Comunidad Andaluza, Aragón y Extremadura. 
 
Sus huéspedes naturales son mayoritariamente especies del género Prunus, muchas 
de ellas de interés agronómico como el ciruelo europeo (Prunus domestica L.), ciruelo 
japonés (P. salicina Lindl.), melocotonero (P. persica (L.) Batsch), albaricoquero (P. 
armeniaca L.) (Dosba et al., 1986;1992), cerezo, tanto dulce (P. avium L.) como ácido (P. 
cerasus L.) (Kalashyan et al., 1994; Crescenzi et al., 1995) y almendro (Prunus amygdalus 
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Batsch.) (Németh, 1994). Los síntomas de PPV en Prunus aparecen en hojas, flores, frutos 
y semillas. La severidad de los síntomas varía dependiendo de la especie de Prunus y de la 
variedad de cultivo, así como de la cepa de PPV, de la estación del año y de la localización. 
En las variedades más sensibles las pérdidas pueden llegar a ser de entre el 80-100% 
(Kegler y Hartman, 1998). En Europa, alrededor de cien millones de frutales de hueso están 
infectados con PPV (Kegler et al., 1998). Entre los huéspedes experimentales, las especies 
más utilizadas en laboratorio para multiplicar y propagar el virus pertenecen al género 
Nicotiana, y como plantas indicadoras especies del género Chenopodium.  
 
La dispersión natural del virus de una planta a otra tiene lugar por medio de 
pulgones. Se han descrito más de veinte especies de pulgones capaces de transmitir PPV 
en condiciones experimentales (Labonne et al., 1994; 1995) si bien en condiciones naturales 
se considera que los vectores más importantes son Brachycaudus cardui, B. helichrysi, 
Myzus persicae y Phorodon humuli. Por otra parte, el hombre puede participar en la 
propagación del virus mediante el intercambio de material vegetal infectado, siendo a 
menudo esta la causa de la introducción de PPV en una nueva región o país. 
 
1.5.2.3. El virus Y de la patata (PVY) 
 
El virus Y de la patata (Potato Virus Y, PVY) es la especie tipo del género Potyvirus, 
familia Potyviridae (Shukla et al., 1994). PVY infecta naturalmente o experimentalmente a 
342 especies vegetales, de 69 géneros en 27 familias (Edwardson y Christie, 1991; 
Edwarson et al., 1974), principalmente la familia Solanaceae. PVY causa una de las 
enfermedades económicamente más destructivas en pimiento (Capsicum annuum L.). Este 
virus puede causar pérdidas significativas en otros cultivos de solanáceas incluyendo patata, 
tabaco y tomate (de Bokx y Huttinga, 1981; Marchoux et al., 1995).  
 
PVY es diseminado entre las plantas por pulgones, de una manera no persistente, y 
la transmisión del virus involucra interacciones entre la partícula viral, el componente 
ayudante (HC) y el estilete del vector (Pirone y Blanc, 1996). Myzus persicae es el vector 
más eficiente, aunque el virus puede ser naturalmente y/o experimentalmente transmitido 
por cuarenta especies de pulgones, pertenecientes a 20 géneros diferentes (Edwardson y 
Christie, 1991).  
 
PVY causa en pimiento un mosaico con moteado y arrugado de las hojas apicales y 
un bandeado oscuro de las venas de las hojas totalmente expandidas. La necrosis en el 
pecíolo puede provocar la caída de las hojas, dejando a la planta desfoliada. También se 
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observa necrosis sobre las flores y frutos. La severidad de los síntomas depende de la edad 
de la planta, siendo más susceptibles las plantas jóvenes e intensificándose los síntomas 
con temperaturas bajas. 
 
Los aislados de PVY recolectados en cultivos de pimiento en países mediterráneos, 
incluyendo España, se han clasificado como patotipos 0, 1 y 1-2, según su grado de 
patogenicidad sobre genotipos de pimiento y basándose en su interacción diferencial con los 
genes de resistencia de pimiento (Capsicum annuum L.) pvr21 y pvr22 en el locus pvr2 
(Gebre Selassie et al., 1985).  
 
1.5.3. Control de las virosis 
 
El control eficiente de los virus que afectan a especies cultivadas representa uno de 
los principales desafíos en el desarrollo de medidas eficaces y sostenibles en sanidad 
vegetal. Existen diferentes estrategias que han sido empleadas tradicionalmente en el 
intento de controlar las enfermedades virales de las plantas. Entre éstas se encuentran la 
utilización por parte de los agricultores de material vegetal certificado libre de virus, medidas 
fitosanitarias y prácticas culturales apropiadas como la rotación de cultivos, detección de 
plantas infectadas y destrucción de éstas, protección cruzada, el uso de agentes químicos o 
la plantación de los cultivos en épocas que no coincidan con las plagas de los insectos 
vectores de los virus, entre otras, y cuando está disponible, la utilización de cultivares 
resistentes. En general, las medidas profilácticas o las prácticas culturales proveen sólo un 
control limitado de los virus (Lecoq et al., 2004). La estrategia que ha dado mejor resultado a 
medio plazo ha sido la selección de plantas resistentes a virus, entendiendo por resistencia 
la propiedad de la planta para reducir o impedir la multiplicación viral, la dispersión del virus 
dentro de la planta, o la supresión de los síntomas producidos por el virus.  
 
Aún cuando, el uso de cultivares resistentes es una importante estrategia de control 
de virus (García-Arenal y McDonald, 2003), se debe considerar que la introducción de 
resistencia mediante programas de mejoramiento genético de los cultivos es un proceso 
largo y costoso, y que las fuentes de resistencia vegetal frente a virus no están siempre 
disponibles en las colecciones de germoplasma. Más aún, los cultivares comerciales 
resistentes deben poseer un rendimiento y calidad comparables o mejores que el cultivar 
susceptible, en orden a ser adoptado por los agricultores y la resistencia debe ser duradera, 
es decir, proveer una protección eficiente, al menos, a través de la vida comercial del 
cultivar. Además, la mayoría de las resistencias a virus pueden ser sobrepasadas por razas 
virulentas, al menos en condiciones de invernadero (Lecoq et al., 2004). Esto ha implicado el 
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estudio de nuevas estrategias no convencionales para el control viral. Una de las más 
importantes desarrollada durante las últimas dos décadas, es la basada en la obtención, vía 
ingeniería genética y transformación de plantas, de variedades de plantas cultivables 
resistentes frente a la infección por virus (Nap et al., 2003). El desarrollo de plantas 
transgénicas con resistencia derivada del patógeno puede proveer un medio adicional de 
control de virus (Lecoq et al., 2004). Según Fuchs et al. (1997) la combinación del 
mejoramiento clásico y la resistencia transgénica podría contribuir a la obtención de 
resistencias más duraderas. 
 
El grupo de Virología Vegetal en el cual se ha desarrollado esta Tesis tiene gran 
experiencia en trabajos de investigación orientados a la obtención de resistencia a virus 
utilizando la transformación de plantas con secuencias de origen viral (Barajas et al., 2004; 
Peña et al., 1994). En particular, ha sido de gran interés la obtención de resistencia 
transgénica frente a PMMoV (Tenllado y Díaz-Ruíz., 1999; Tenllado et al., 1995), por ser 
este un virus de importancia económica en España. Sin embargo, el avance científico 
experimentado en el campo del silenciamiento génico permite vislumbrar nuevas estrategias 
de expresión transgénica que redunde en una mayor eficiencia en el rendimiento y grado de 
protección que el obtenido en trabajos previos. 
 
Aunque la obtención de resistencia transgénica en plantas frente a virus es una 
estrategia altamente eficiente para el control de las virosis (Goldbach et al., 2003), ésta no 
es una práctica generalizada, ni ampliamente aceptada por agricultores y consumidores. En 
este sentido, nuestro grupo de investigación ha centrado la atención durante los últimos 
años en el estudio de estrategias alternativas a la transformación de plantas para el control 
de las virosis, explotando el mecanismo de defensa de las plantas frente a virus basado en 
el silenciamiento génico. Partiendo del dato que el RNA de doble cadena producido a partir 
de una fuente exógena es un potente inductor de PTGS en diversos grupos de organismos 
(Fire et al., 1998; Hammond et al., 2000), se han realizado trabajos que han demostrado la 
capacidad de dsRNA producido in vitro para interferir con la replicación de virus de plantas 
(Tenllado y Díaz-Ruíz., 2001; Khlare et al., 2002). El claro potencial de estrategias basadas 
en silenciamiento génico como herramientas para el control de las virosis nos ha llevado a 
plantear los objetivos que se mencionan en el siguiente apartado. 
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1.6. OBJETIVOS 
 
El objetivo general de esta tesis es analizar y desarrollar de forma experimental 
nuevas estrategias basadas en silenciamiento génico postranscripcional para el control de 
las virosis de plantas, y para ello se han planteado los siguientes objetivos concretos: 
 
1. Obtención y caracterización de resistencia transgénica en plantas frente a virus, 
cuando se expresan constitutivamente moléculas de dsRNA a partir de un transgén 
constituido por una repetición invertida de secuencia viral. 
 
2. Desarrollo de un sistema de expresión in vivo de moléculas dsRNAs derivados de 
secuencias virales, y análisis de la actividad interferente de estas moléculas frente a 
la infección viral en plantas de genotipo silvestre. 
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2.1. MATERIAL BIOLÓGICO Y SU MANTENIMIENTO 
 
2.1.1. Plantas 
 
En el presente trabajo se han empleado las siguientes especies vegetales. La 
especie Nicotiana benthamiana, que es un huésped sistémico para los virus empleados. La 
especie Nicotiana tabacum var. Xanthi nc se empleó para la propagación del virus PVY y 
ensayos de respuesta hipersensible frente a PMMoV-S. La especie Chenopodium quinoa 
fue empleada para la estimación de infectividad de inóculos de PVY. La especie Capsicum 
annuum L. fue utilizada en ensayos de protección de dsRNAs frente a virus. 
 
Las plantas fueron mantenidas en cámaras de ambiente controlado, a 22-25 ºC, 60-
75% de humedad relativa y un fotoperíodo con 16 horas diarias de luz/ 8 h de oscuridad.         
 
2.1.2. Virus  
El virus PMMoV-S es un aislado español de PMMoV (García-Luque et al., 1990), 
obtenido de plantas de pimiento infectadas, procedentes de cultivos de la región de Almería 
(Alonso et al.,1989).  
El virus PMMoV-I es un aislado italiano de PMMoV (Wetter et al., 1984). 
ToMV, fue cedido por la Dra. Aurora Fraile. 
El aislado español de PPV, denominado PPV 5.15 (López-Moya et al., 1994), 
procede de albaricoquero var. Canino, y fue cedido por el Dr. M. Cambra (IVIA, Valencia). 
Este aislado se inoculó mecánicamente en plantas de Nicotiana benthamiana y fue 
mantenido mediante sucesivas inoculaciones mecánicas.  
El virus PVY empleado corresponde al aislado P-21-82, que procede de cultivos 
españoles de pimiento y fue proporcionado por el Dr. F. Ponz (CIT-INIA, Madrid). Este 
aislado pertenece al patotipo 0 y es transmisible por pulgones, por lo que se denominó PVY-
0-AT (Canto et al., 1995).  
El virus PVX se obtuvo mediante infección de plantas con transcritos del plásmido 
p402, que contiene el genoma completo de PVX UK-3, y que fue cedido por el Dr. S. Santa 
Cruz (SCRI, Dundee, Escocia). El virus fue mantenido mediante sucesivas inoculaciones 
mecánicas en N. benthamiana. Igualmente el virus quimérico derivado de PVX, denominado 
PVX-54k, se obtuvo mediante inoculación de plantas con transcritos del correspondiente 
plásmido. 
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2.1.3. Bacterias 
 
Para la multiplicación y purificación de los plásmidos que se describirán más 
adelante se emplearon las cepas de Escherichia coli DH5α y DH10B. Para la expresión de 
dsRNAs en bacteria se empleo la cepa HT115 (DE3) de E. coli (Timmons y Fire, 1998) Para 
la transformación genética estable de plantas se empleó la cepa LBA4404 de Agrobacterium 
tumefaciens y para la expresión transitoria en plantas se empleo la cepa GV2260 de la 
misma bacteria (Deblaere et al., 1987). 
 
Las cepas DH5α, DH10B y HT115 de E. coli y las cepas LBA4404 y GV2260 de A. 
tumefaciens se cultivaron a 37 ºC y 28 ºC, respectivamente, en medio LB.  
 
Las cepas originales de E. coli o A. tumefaciens y las transformadas con los 
diferentes plásmidos, se conservaron a 4 ºC en placas de medio de cultivo sólido con los 
antibióticos correspondientes, durante períodos cortos de tiempo. La conservación por 
largos períodos de tiempo se realizó a -80 ºC en medio LB con glicerol al 8-10%. 
 
2.1.4. Insectos 
 
Los experimentos de transmisión de virus por pulgones se realizaron empleando un 
clon de la especie Myzus persicae Sultz. que se mantuvo en cámara de cría MLR-350 
(SANYO) sobre plantas de N. tabacum L. a una temperatura de 20-22 ºC y un fotoperíodo 
de 16 horas. 
 
2.2. MANIPULACIÓN DEL MATERIAL BIOLÓGICO 
 
2.2.1. Transformación de E. coli 
 
Para la transformación con plásmidos completos o con fragmentos de DNA ligados in 
vitro, se utilizaron células competentes de las cepas DH5α, DH10B y HT115 (DE3). Con las 
dos primeras cepas se siguió un protocolo de electroporación y con la cepa HT115 (DE3) se 
siguió un protocolo de choque térmico (Sambrook et al., 1989). 
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2.2.2. Transformación de A. tumefaciens 
 
Los plásmidos utilizados se purificaron a partir de cultivos de E. coli en las que se 
había multiplicado, y se introdujeron en células competentes de A. tumefaciens por choque 
térmico (Sambrook et al., 1989). 
 
2.2.3. Transformación de discos de hojas 
 
La transformación genética de N. benthamiana se realizó utilizando el procedimiento 
de transformación a partir de discos de hojas descrito por Horsch et al., (1985). Los discos 
de hojas procedentes de plantas estériles crecidas in vitro, se precultivaron durante 2 días a 
22-24 ºC y 16 horas diarias de luz, en placas con medio Murashige-Skoog 1x (MS; Sigma; 
pH 5,7) suplementado con vitaminas MS (Sigma), 3% sacarosa, 1 mg/l  6-
benzilaminopurina, 0,1 mg/l  ácido α-naftalenacético y 0,8% agar bacteriológico. Para la 
transformación, los explantes se sumergieron durante 15-20 min en una solución de A. 
tumefaciens portando la construcción de interés, a aproximadamente 5 x 108 células/ml en 
MS 1x. Los explantes se secaron brevemente sobre papel estéril para retirar el exceso de 
solución de Agrobacterium y se incubaron durante dos días en placas con medio igual al de 
precultivo. Tras ello los explantes se pasaron a placas con medio de selección, que es igual 
que el de precultivo pero incluye 100 mg/l de kanamicina (Sigma) para seleccionar células 
transformadas y 300-500 mg/l de cefotaxima para detener la proliferación de Agrobacterium. 
Tras 5-6 semanas, los brotes surgidos a partir de las células inicialmente transformadas se 
pasaron a medio de enraizamiento conteniendo MS 0,5x (pH 5,7), vitaminas MS, 3% 
sacarosa, 0,8% agar bacteriológico, 0,5 mg/l ácido indolbutírico, 25 mg/l kanamicina (Sigma) 
y 300-500 mg/l cefotaxima. Tras 3-4 semanas las plántulas con raíces desarrolladas se 
pasaron a tierra, donde se mantuvieron bajo plástico aproximadamente 2 semanas. Tras 8-
10 semanas se obtuvieron por autofecundación semillas de las plantas regeneradas (R0). De 
la germinación de estas semillas se obtuvieron las plantas (R1). 
 
2.2.4. Manipulación de las plantas transgénicas 
 
Las semillas procedentes de las líneas transgénicas de interés fueron germinadas in 
vitro bajo selección en kanamicina. Para ello las semillas se esterilizaron superficialmente 
durante 5 min en etanol 70% y 12 minutos en hipoclorito de sodio (lejía comercial) 1-3% más 
0,1% Tween-20. Luego se lavaron seis veces con agua estéril y se sembraron en botes 
Magenta (Sigma) con medio MS 0,5x (pH 5,7) suplementado con 1% sacarosa, 0,6% agar 
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bacteriológico y 100 mg/l kanamicina.  Las semillas germinaron en condiciones controladas 
de luz (16h/8h) y temperatura (22-24 ºC).  
 
Aproximadamente 2-3 semanas después de la germinación las plántulas fueron 
contabilizadas en base a su resistencia o susceptibilidad al antibiótico. Aquellas que 
presentaron el primer par de hojas verdaderas fueron pasadas a macetas con tierra y 
llevadas a cámaras de cultivo con condiciones controladas de luz y temperatura. 
 
2.2.5. Inoculación de plantas con virus 
 
La inoculación mecánica de los virus fue realizada a partir de purificados virales, o 
extractos de hojas de plantas con síntomas claros de infección, o bien a partir de material 
vegetal infectado conservado a –80 ºC. Los purificados virales fueron diluidos en tampón de 
inoculación (20 mM fosfato de sodio, pH 7,0) a la concentración deseada. El material 
infectado se trituró en tampón de inoculación y el extracto obtenido fue usado como inóculo. 
En todos los casos el inóculo fue frotado sobre el haz de las hojas de plantas espolvoreadas 
previamente con celite o carborundo como agente abrasivo. A continuación, las plantas se 
trasladaron a las cámaras de cultivo.  
 
2.2.6. Inoculación de plantas con transcritos virales 
 
Para la inoculación de plantas con transcritos infectivos, se aplicaron 15 µl/hoja de la 
reacción de transcripción (ver apartado 2.4.6) en dos hojas espolvoreadas con el abrasivo 
celite y se frotó suavemente con el dedo, empleando guantes. Tras unos minutos se lavaron 
las hojas con agua destilada y se devolvieron las plantas a las cámaras de ambiente 
controlado. 
 
Para la inoculación de gran número de plantas, se prepararon inóculos a partir de 
plantas infectadas previamente con transcritos virales. Se recogieron las primeras hojas 
sistémicas que mostraron síntomas, con el fin de reducir la probabilidad de obtener una 
población de virus delecionados. Las hojas se trituraron en morteros en frío, en 10 
volúmenes (ml/g de hoja) de tampón de inoculación. Los extractos se clarificaron filtrándolos 
a través de Miracloth (Calbiochem), y se repartieron en alícuotas de un solo uso que se 
mantuvieron a -80 ºC. Las plantas se inocularon aplicando 10 µl/hoja de extracto, en dos 
hojas espolvoreadas con el abrasivo carborundo y frotando con el dedo, empleando 
guantes.  
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2.2.7. Inoculación de plantas con virus mediante pulgones 
 
Los experimentos de transmisión de virus por pulgones se realizaron a 20-22ºC 
empleando un clon de la especie Myzus persicae Sultz. Se recogieron pulgones ápteros en 
viales de vidrio y se sometieron a un período de ayuno de 2 a 3 horas (Figura 2.1 a). A 
continuación los pulgones se dispusieron sobre una hoja de N. benthamiana infectada por 
virus (Figura 2.1 b), permitiéndoles un tiempo de adquisición del virus de 5 a 10 minutos. 
Una vez transcurrido este tiempo, 10-15 pulgones fueron transferidos a cada una de las 
plantas en los ensayos realizados con plántulas o sobre una hoja en los ensayos realizados 
con plantas adultas (Figura 2.1, c, panel de la derecha). Las plántulas fueron cubiertas con 
viales de vidrio (Figura 2.1, d, panel de la izquierda) permaneciendo toda la noche como 
período de inoculación. La hoja de las plantas adultas se cubrió con una bolsa de celofán 
(Figura 2.1, d, panel de la derecha) permaneciendo 2 horas como período de inoculación. 
Transcurrido los tiempos antes descritos, en ambos casos, los pulgones fueron eliminados 
mediante la pulverización de las plántulas y hojas adultas con una solución insecticida al 
0,05% (Orthene/ZZ-Aphox).   
 
 
Figura 2.1. Esquema de la metodología empleada para la transmisión de virus 
por pulgones a plántulas (panel de la izquierda) o a plantas adultas (panel de la 
derecha). a) Pulgones en vial de vidrio durante su período de ayuno. b) 
Alimentación de pulgones en hoja infectada. c) Planta de ensayo N. benthamiana 
donde se depositarán de 10 a 15 pulgones sobre la plántula o sobre una hoja de la 
planta adulta. d) Recipiente translúcido que cubre la plántula o bolsa de celofán 
que cubre la hoja de la planta adulta y limita el área de actuación de los pulgones.  
 
2.2.8. Recogida y procesamiento de muestras de las plantas 
 
Las muestras de tejido vegetal fueron recolectadas y procesadas inmediatamente o 
congeladas en nitrógeno líquido y conservadas a -80 ºC hasta su procesamiento. En 
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general,  se recolectó tejido de 1 a 3 plantas de cada grupo de experimentación y se 
procesó de acuerdo a los objetivos de cada experimento. 
 
2.2.9. Expresión transitoria de genes en plantas mediante agroinfiltración 
 
Se utilizaron cultivos de A. tumefaciens portando los plásmidos de interés, que se 
crecieron en matraces o tubos de 50 ml en medio LB suplementado con antibióticos, a 28 ºC 
en agitación (250 rpm) y durante 16-18 horas. En caso de emplear volúmenes de cultivo 
mayores de 20 ml, se crecieron precultivos de 3-5 ml con los que se inoculó el volumen final 
de cultivo. Los cultivos se centrifugaron y el precipitado de bacterias se resuspendió en 
medio de agroinfiltración, que contiene 10 mM tampón MES pH 5,6, 10 mM MgCl2 y 0,15 
mM  acetosiringona, hasta una D.O.600= 1,0. La suspensión de bacterias se mantuvo durante 
3-5 horas a 20-25 ºC sin agitación. Las suspensiones de Agrobacterium se infiltraron por el 
envés de hojas de N. benthamiana utilizando una jeringa de 1 ml, sin aguja, ejerciendo una 
ligera presión con la punta sobre la hoja (Figura 2.2). 
 
 
Figura 2.2. Agroinfiltración de cultivos de A. tumefaciens para la expresión 
transitoria de genes en planta. 
 
 
2.2.10. Expresión de RNA de doble cadena (dsRNA) en bacteria 
 
Colonias individuales de E. coli cepa HT115 portando los plásmidos de interés, se 
crecieron a 37 ºC en agitación, durante 16 horas, en matraces de 50 a 100 ml en medio LB 
suplementado con los antibióticos ampicilina (100 µg/ml) y tetraciclina (12,5 µg/ml). Una 
alícuota, correspondiente a 1/100 del volumen final de un nuevo cultivo, se centrifugó a 5000 
rpm, utilizándose el sedimento bacteriano para inocular medio LB suplementado con los 
antibióticos, el cual se dejó crecer hasta una D.O.595= 0,4. A continuación, se añadió IPTG 
(0,4 mM) y el cultivo se incubó en agitación por 2-3 horas a 37ºC. Los cultivos se 
centrifugaron y al precipitado de bacterias se le extrajo los ácidos nucleicos totales según 
protocolo del apartado 2.3.3. La acumulación de dsRNAs en los extractos bacterianos fue 
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confirmada en ensayos de resistencia a RNasa A en condiciones de moderada 
concentración de sales (0,3 M NaCl, 0,03 M citrato de sodio). Cuando se indujeron grandes 
volúmenes de cultivo, el precipitado bacteriano se resuspendió en tampón Tris 25 mM, 
EDTA 5 mM, pH 7,5. Esta suspensión celular fue procesada por la Prensa Francesa  2-3 
veces a 1100 psi, y luego centrifugada a 9000 rpm. El sobrenadante fue utilizado en 
ensayos de protección frente a virus a diferentes diluciones. 
 
2.3. PREPARACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
 
2.3.1 Purificación de DNA plasmídico 
 
La purificación de DNA plasmídico a partir de cultivos de colonias de E. coli 
resultantes de transformación se realizó por el método tradicional de lisis alcalina (Sambrook 
et al., 1989). Para la preparación a mayor escala, el DNA se purificó a partir de cultivos 
bacterianos de 200 ml utilizando el sistema “QIAGEN Plasmid Midi” de Qiagen siguiendo el 
protocolo recomendado por el fabricante. 
 
2.3.2. Purificación de RNA de plantas 
 
 Para el análisis de RNA viral de PMMoV-S se extrajo RNA total con un método 
basado en hidrocloruro de guanidina (Logemann et al., 1987). Para ello, el material vegetal 
(0,4-1,0 g) se trituró en nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino, evitando su 
descongelación. Se añadieron 2 volúmenes de tampón de extracción (8 M hidrocloruro 
guanidina, 20 mM MES pH 7,0 y 20 mM EDTA) y 1 volumen de fenol-cloroformo. El 
homogeneizado se clarificó mediante centrifugación y el RNA total se recuperó de la fase 
acuosa mediante precipitación con 0,7 volúmenes de etanol 100% y 0,1 vol. de ácido acético 
1 M. El precipitado de RNA se dejó secar y se resuspendió en agua estéril. 
 
Para el análisis de mRNA y RNA viral de PVX se empleó el RNeasy Plant Mini kit 
(Qiagen), que consiste en triturado del material vegetal (0,1 g) en nitrógeno líquido, 
extracción con hidrocloruro de guanidina y recuperación del RNA en columnas de afinidad. 
 
Para el análisis de siRNAs se trituró el material vegetal (1,5-2 g) en nitrógeno líquido, 
se añadieron 5 volúmenes de Trizol (Invitrogen) y 1 volumen de cloroformo. El 
homogeneizado se clarificó mediante centrifugación y el RNA total se recuperó de la fase 
acuosa mediante precipitación con 1 volumen de isopropanol. El precipitado de RNA se dejó 
secar y se resuspendió en agua estéril. A partir del RNA total se purificó RNA de bajo peso 
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molecular empleando el DNA/RNA Midi kit (Qiagen). El RNA total (0,5-1 mg) se mezcló con 
1 ml de tampón QRL1 y se calentó a 65 ºC 5 min. Se añadieron 9 ml de QRV2 y se aplicaron 
sobre la columna de afinidad. La columna se lavó con el tampón QRW y los RNAs de bajo 
peso molecular se eluyeron con QRW2. El RNA eluido se precipitó con 1 volumen de 
isopropanol, el precipitado se dejó secar y se resuspendió en agua estéril. 
 
2.3.3. Purificación de ácidos nucleicos totales de bacterias 
 
Los cultivos inducidos con IPTG fueron centrifugados a 9000 rpm. Al sedimento 
bacteriano se le agregó 0,5 volumen de acetato de amonio 1M y 0,5 volumen de una 
solución de fenol:cloroformo (1:1). Se aplicó vortex para provocar el lisado celular. Se incubó 
a 65 ºC durante 10 min. Se centrifugó a 5000 rpm y se recuperó la fase acuosa a la cual se 
le agregó 2 volúmenes de etanol (100%) y se precipitó los ácidos nucleicos totales a -20 ºC 
durante 2 horas. Luego se centrifugó la solución a 9000 rpm durante 10 min, se lavó el 
sedimento con etanol (70%)  y se centrifugó nuevamente. Finalmente, se resuspendió el 
sedimento obtenido en tampón que contiene 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5. 
 
2.3.4. Purificación de virus 
 
Las partículas virales de PVY fueron purificadas según el método descrito por 
Murphy et al. (1990). Las hojas superiores de plantas de tabaco, recogidas 2-3 semanas 
después de haber sido inoculadas con el virus, fueron homogenizadas en tampón 0,5 M 
KH2PO4 pH 7,5, 0,01 M NaDIECA y 0,5% ácido tioglicólico (1,5 ml de tampón/gramo de 
tejido) al que se añadió cloroformo (1ml/gramo de tejido). El extracto se centrifugó durante 
15 min a 7500 rpm en un rotor GSA (Sorvall). La fase acuosa sin cloroformo fue clarificada 
por filtración a través de Miracloth (Calbiochem), y al volumen resultante se le añadió NaCl 
hasta 0,25 M y PEG 8000 hasta el 4% y se agitó durante 1 hora a 4ºC. Tras centrifugar en 
las mismas condiciones antes descritas, el sedimento se resuspendió en 1ml de tampón 0,1 
M KH2PO4, 1M urea y Triton X-100 hasta el 1% por cada 1-2 gramos de tejido inicial, y se 
agitó la solución durante 1 hora a 4ºC. Tras centrifugar nuevamente, el sobrenadante se 
colocó sobre un colchón de sacarosa del 30% en tampón 0,02 M Tris-HCl, pH 7,5, 1 mM 
EDTA (Tampón C) y se centrifugó durante 1 hora a 45.000 rpm en rotor 60-Ti (Beckman). El 
sedimento fue resuspendido en 0,5-1 ml de tampón C. 
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2.4. MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
 
2.4.1. Tratamientos enzimáticos en los procesos de clonaje 
 
Los procedimientos de manipulación in vitro del ADN se llevaron a cabo según 
métodos habituales (Sambrook et al., 1989). Las digestiones del DNA con enzimas de 
restricción (varias casas comerciales) se realizaron siguiendo las indicaciones de los 
proveedores. El tiempo de digestión dependió de la enzima utilizada y de la cantidad y 
pureza del DNA tratado.  Las ligaciones se realizaron con DNA ligasa del fago T4 
(Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
2.4.2. Amplificación de DNA mediante PCR 
 
Las amplificaciones de DNA mediante la reacción de polimerización en cadena 
(PCR), se realizaron en un termociclador Perkin Elmer. Las reacciones típicas de 
amplificación incluyeron 10 mM Tris HCl (pH 8,4), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 0,4 µM de 
cada cebador, 0,25 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 0,05 U/µl de Taq DNA-polimerasa 
(Perkin Elmer), 1-5 ng de DNA molde (plásmidos) ó 200-500 ng (DNA genómico), en un 
volumen final de entre 15 y 50 µl según aplicaciones. El programa típico de amplificación fue 
1 ciclo de 3 min a 94ºC, 30 ciclos con 30 seg a 94ºC, 30 seg a 52-62 ºC dependiendo de los 
cebadores y 1 min a 72ºC por cada kilobase de tamaño del producto esperado, y por último 
1 ciclo de 5 min a 72ºC. Para amplificar los fragmentos de DNA utilizados en los procesos de 
clonaje se empleó la enzima Expand High Fidelity (Roche), siguiendo el protocolo 
recomendado por el fabricante. 
 
2.4.3. Amplificación de secuencias de RNA por RT-PCR 
 
Para la detección de PPV la reacción de retrotranscripción (RT) se realizó empleando 
1 µg de RNA total como molde, 50 mM Tris HCl pH 8,3, 50 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM 
DTT y 0,5 mM espermidina, 0,4 mM dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 1 µM de cebador 
TGGCACTGTAAAAGTTCC (nucleotidos complementarios a la posición 8883 a 8900 de la 
secuencia de PPV), 1 U/µl de RNasin y 0,15 U/µl de AMV transcriptasa reversa (Promega), 
durante 2 horas a 42 ºC, en un volumen final de 20 µl. Para la PCR se emplearon 3 µl de la 
reacción RT como molde y el cebador antes descrito más el cebador 
TTGGGTTCTTGAACAAGC (nucleótidos complementarios a la posición 8390 a 8407 de la 
secuencia de PPV) que amplifican una porción de 510 nt correspondiente al gen de la 
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proteína de la cápsida, en un volumen final de 50 µl y con el resto de componentes tal como 
se describe en el apartado 2.4.2. 
 
2.4.4. Electroforesis en geles de agarosa y extracción del DNA  
 
La separación de fragmentos de DNA se realizó mediante electroforesis en geles de 
agarosa a concentraciones del 0,6 al 1,5% dependiendo de su tamaño, con 0,25 µg/ml  de 
bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989). Como electrolito se utilizó un tampón 0,5 x TBE 
(45 mM Tris-borato pH 8,3, 1 mM EDTA) o 1 x TAE (40 mM Tris-borato pH 8,0, 1 mM 
EDTA). Las condiciones de electroforesis (voltaje y tiempo) se adecuaron a sus objetivos 
específicos. Los geles se visualizaron en un transiluminador de radiación UV y fotografiados 
para su documentación.  
 
Los fragmentos de DNA separados en geles con 1x TAE se extrajeron de éstos 
utlilizando el sistema Gene Clean Turbo (Bio 101), siguiendo el protocolo recomendado por 
el fabricante. 
 
2.4.5. Detección de secuencias de RNA mediante Northern blot 
 
Para el análisis de RNA viral y mRNA transgénico por Northern se cargaron 5 ó 20 
µg de RNA total, respectivamente, en geles de agarosa 1%, tampón MOPS 1x (50 mM 
MOPS pH 7,0, 0,4 mM EDTA) y 6% de formaldehído. Las muestras de RNA se prepararon 
en tampón MOPS 1x, 6% formaldehído, 50%  formamida, 0,1 volumen de tampón de carga 
(0,25% azul de bromofenol, 0,25% xilencianol y 50% glicerol) y 0,05 µg/µl de bromuro de 
etidio, calentándolas 10 min a 70 ºC. La electroforesis se hizo a 100-120 V durante 2-3 horas 
en tampón conteniendo MOPS 1x y 6% formaldehído. En algunos geles se empleó el 
marcador de peso molecular RNA millenium (Ambion). 
 
Tras la electroforesis se transfirió el RNA a membranas de nylon cargado 
positivamente (Roche), mediante transferencia por capilaridad durante 16 horas, o mediante 
transferencia por vacío durante 1 hora con el aparato VacuGene XL (Pharmacia biotech). En 
ambos casos se empleó tampón SSC 20x (3 M NaCl y 0,3 M Citrato de Sodio pH 7,0). El 
RNA se fijó a la membrana por irradiación UV (1200 julios) con un aparato Stratalinker 
(Stratagene). 
 
Cuando la hibridación se realizó con sondas no radiactivas las membranas se 
prehibridaron a 68 ºC durante 1-2 horas en horno de hibridación, en 5-10 ml de tampón de 
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hibridación (50% formamida, 5x SSC, 0,1% laurilsarcosina, 0,02% SDS y 2% agente 
bloqueante de Roche). A continuación se hibridaron a 68 ºC 16-20 horas en 5-7 ml de 
tampón de hibridación con 10-50 ng/ml de sonda de RNA marcada con digoxigenina. Las 
sondas se prepararon antes de su uso desnaturalizándolas a 95 ºC durante 5-10 min. 
Después de la hibridación las membranas se lavaron a 68 ºC 2 veces de 10 min con 2x 
SSC, 0,1% SDS y 2 veces de 30 min con 0,1x SSC, 0,1% SDS. Las membranas se 
bloquearon 30-60 min en tampón ácido maleico (0,1 M ácido maleico, 0,15 M NaCl y NaOH 
hasta pH 7,5) con 1% de agente bloqueante (Roche). A continuación se añadió anticuerpo 
antidigoxigenina marcado con fosfatasa alcalina (Roche) a 1/10000 y se incubó 30 min. Las 
membranas se lavaron 4 veces de 15-20 min en tampón ácido maleico con 0,3% Tween-20 
y se revelaron con sustrato CSPD (Roche) diluido 1/100 en 0,1 M Tris-Cl pH 9,5 y 0,1 M 
NaCl. Las membranas se expusieron a películas Kodak durante tiempos entre 1 min y 120 
min. 
 
Cuando la hibridación se realizó con sondas radiactivas las membranas se 
prehibridaron a 50 ºC durante 1-2 horas en horno de hibridación, en 20 ml de tampón de 
hibridación [3X SSC (1X SSC equivale a 0,15 M NaCL, 0,01 M fosfato sódico pH 7,0), 5X 
solución Denhardt, 0,5% SDS, 100 µg/ml DNA de esperma de salmón y 50% formamida]. A 
continuación se hibridaron a 50 ºC durante 16-20 horas en tampón de hibridación con 1-3 x 
106 cpm/ml de sonda de DNA marcada con 32P-dCTP. Posterior a la hibridación las 
membranas se lavaron para eliminar el exceso de sonda a 65 ºC 2 veces de 20 min en 2x 
SSC, 0,1% SDS y otras 2 veces de 20 min en 0,1x SSC, 0,1% SDS. Las membranas se 
expusieron durante 6-24 horas a películas fotográficas utilizando pantallas intensificadoras a 
-80 ºC. 
 
Para el análisis de siRNA se cargaron 20 µg de RNA de bajo peso molecular en 
geles de poliacrilamida al 15% (acrilamida/bisacrilamida en proporción 37,5:1) con 7 M urea 
y 0,5x  TBE. Las muestras de RNA se calentaron previamente a 95 ºC en 40% de formamida 
y 0,1 volumen de tampón de carga. La electroforesis se hizo en TBE 0,5x a 180 V durante 2-
3 horas. Los geles se tiñeron durante 5-10 min en TBE 0,5x con 1 µg/ml de bromuro de 
etidio para fotografiar la posición de los marcadores de peso molecular. Como marcadores 
se emplearon oligonucleótidos de DNA de 26 y 21 nucleótidos. 
 
Se transfirió el RNA a membranas de nylon cargado positivamente (Roche) mediante 
electrotransferencia con el aparato Trans-blot Semi-dry Transfer Cell (Bio-Rad), en tampón 
TBE 0,5x. Las membranas se irradiaron con ultravioleta en un aparato Stratalinker para fijar 
el RNA. 
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Las membranas se prehibridaron a 38 ºC en tampón PerfectHyb plus (Sigma) 
durante 1-2 horas y a continuación se hibridaron durante 16-20 horas en estas condiciones 
con 1-3 x 106 cpm/ml de sonda de DNA marcada con 32P-dCTP. Las membranas se lavaron 
para eliminar el exceso de sonda a 50 ºC 2 veces de 20 min en 2x SSC, 0,1% SDS y otras 2 
veces de 20 min en 0,1x SSC, 0,1% SDS. Las membranas se expusieron durante 24-48 
horas a películas fotográficas utilizando pantallas intensificadoras a -80 ºC. 
 
2.4.5.1. Sondas empleadas 
 
Las sondas de RNA marcadas con digoxigenina, se sintetizaron mediante 
transcripción in vitro. Las reacciones típicas incluyeron 1 µg de plásmido linearizado, tampón 
de transcripción (40 mM Tris HCl pH 8,0, 6 mM MgCl2, 10 mM NaCl, 10 mM DTT, 2 mM 
espermidina), 0,5 mM ATP, CTP y GTP, 0,33 mM UTP y 0,16 mM DIG-11-UTP, 1,5 U/µl de 
RNasin (Promega) y 1-2 U/µl de RNA polimerasa (T3, T7 o SP6). 
 
Las sondas de DNA marcadas con 32P se sintetizaron mediante polimerización con 
cebadores aleatorios. Las reacciones de síntesis de sonda incluyeron 25-50 ng de un 
fragmento de DNA correspondiente al gen a detectar, que se desnaturaliza a 95 ºC antes de 
añadir los demás componentes, 50 mM Tris-Cl pH 7,4, 1,7 mM acetato de magnesio, 
hexanucleótidos aleatorios (Roche), 0,05 mM dATP, dGTP y dTTP, 50 µCi 32P-dCTP y 5 
unidades de DNA polimerasa Klenow (exo-) (NEbiolabs) en 20 µl de volumen final. El 
producto de las reacciones se purificó en columnas Micro Bio-Spin P-30 (Bio-Rad) para 
eliminar el  32P-dCTP no incorporado. 
 
Para la detección del mRNA de la región 54k y el RNA viral de PMMoV-S se empleó 
una sonda de RNA, marcada con digoxigenina, complementaria al genoma de PMMoV-S 
(posición 3411 a la 4388 de PMMoV), procedentes de reacciones in vitro con la enzima RNA 
polimerasa del fago T7 sobre el clon pT3T7/54kDa (Tenllado et al., 1995) linealizado con 
SalI. 
 
Para la detección del rRNA 18S, las membranas se rehibridaron con una sonda de 
RNA, marcada con digoxigenina, complementaria al rRNA 18S, sintetizada mediante 
transcripción T7 de pBKS-18SRNA (Ruíz-García et al., 1997) linearizado con HindIII. 
 
Para la detección de RNA viral de PMMoV-S y la de los siRNA derivados del 
transgén 54k, se utilizó una sonda de DNA correspondiente a la región 54k de la replicasa 
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de PMMoV, sintetizada mediante polimerización con cebadores aleatorios y marcada con 
32P-dCTP.  
 
Para la detección de PVX y la quimera derivada de PVX, se utilizó una sonda de 
DNA correspondiente a la secuencia de la CP de PVX, sintetizada mediante polimerización 
con cebadores aleatorios y marcada con 32P-dCTP.  
 
2.4.6. Transcripción in vitro de las quimeras de PVX  
 
Para la obtención de transcritos infectivos de PVX y de la quimera derivada de PVX, 
los plásmidos p402 (PVX) y pPVX-54k fueron linearizados con la enzima de restricción SpeI. 
El DNA digerido fue purificado mediante extracción con fenol/cloroformo y precipitación con 
etanol. Las reacciones de transcripción se hicieron con 50-100 ng/µl de plásmido 
linearizado, tampón de transcripción, 0,25 mM ATP, CTP y UTP, 0,025 mM GTP, 0,5 mM 
m7G(5´)ppp(5´)G (análogo de CAP; Roche), 1 U/µl de RNasin (Promega) y 1 U/µl de T7 
RNA polimerasa (Roche). Las reacciones fueron incubadas a 37ºC durante 15 min para 
facilitar la incorporación del análogo de CAP. Tras ello se añadió 0,25 mM de GTP y se 
incubó otros 45-75 min a 37ºC.  
 
2.5. MANIPULACIÓN DE PROTEÍNAS 
 
2.5.1. Detección de virus mediante ELISA 
 
Se determinó la acumulación de proteína CP de PMMoV mediante ensayo 
inmunoenzimático ELISA-DAS (Ensayo inmunoenzimático sandwich de doble anticuerpo). 
Los pocillos de las placas se tapizaron con 200 µl de una dilución 1/1000 de las IgG frente a 
PMMoV-S en tampón carbonato (pH 9,6), durante 16 horas a 4ºC. Para eliminar los 
anticuerpos no fijados, las placas se lavaron 3 veces con PBST [PBS (15 mM Na2PO4 pH 
7,4, 150 mM NaCl)  más 0,05% de Tween-20]. Las muestras se prepararon triturando el 
material vegetal en tampón de extracción PBST en la proporción de 10 µl por mg de tejido 
fresco, y posterior centrifugación a 10.000 rpm durante 5 min. En cada pocillo de la placa se 
aplicó 200 µl de diluciones apropiadas del sobrenadante, dejándolo 16 horas a 4 ºC. Los 
restos vegetales se eliminaron lavando los pocillos 3 veces con PBST. A continuación, se 
añadieron 200 µl por pocillo de las IgG-FA (inmunoglobulinas conjugadas con fosfatasa 
alcalina) diluidas en PBST más 5% de leche en polvo desnatada, y se incubaron 2 horas a 
37 ºC. Después de lavar la placa en las condiciones antes indicadas, se añadieron a cada 
pocillo 200 µl de una solución de p-nitrofenilfosfato a 1 mg/ml en tampón sustrato (10% 
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dietanolamina, 0,5 mM MgCl2, pH 9,8), y las placas se incubaron a 37ºC durante 15-30 min. 
El producto de la reacción fue cuantificado colorimétricamente a una longitud de onda de 
405 nm, usando un lector de placas EAR 400 SLT (Lab Instruments). 
 
Se determinó la acumulación de proteína CP de PPV mediante ensayo 
inmunoenzimático ELISA-DAS, empleando el kit Realisa-PPV (Real, Durviz), según 
especificaciones del fabricante.   
 
Se determinó la acumulación de proteína CP de PPY mediante ensayo 
inmunoenzimático ELISA-DAS, empleando el kit INGEZIM PVY (Ingenasa), según 
especificaciones del fabricante.   
 
2.5.2. Detección de virus mediante dot blot 
 
Se detectó la CP de PVY mediante ensayo dot blot. La membrana de PVDF 
(Amersham) fue activada 1 min mojándola en metanol, se lavó en agua destilada  estéril por 
5 min y se empapó con PBS. Luego de este tratamiento la membrana se dispuso en un 
aparato Bio-Dot SF según instrucciones del fabricante. Se aplicaron 100 µl de PBS en cada 
pocillo con una multipipeta, se conectó la bomba unida al aparato y se verificó que el vacío 
fuese homogéneo en toda la membrana. Las muestras se prepararon triturando el material 
vegetal en tampón PBS en la proporción de 5 µl por mg de tejido fresco y posterior 
centrifugación a 10.000 rpm durante 5 min.  Se diluyó este extracto hasta 1/15 en PBS, se 
aplicó 200 µl en cada pocillo y se conectó la bomba para hacer vacío y que las proteínas se 
fijaran a la membrana. Luego se lavaron los pocillos con PBS. Se liberó la membrana del 
aparato y se secó al aire por unos minutos. A continuación se empapó en acetona por 1 min, 
luego en metanol y finalmente en agua estéril durante 5 min. Se incubó la membrana 
durante 1 hora en tampón PBST más 5% de leche desnatada en polvo para bloquear las 
posiciones no ocupadas de la membrana, luego se incubó toda la noche a 4ºC con un 
anticuerpo policlonal de conejo específico frente a la CP de PVY diluido 1/1000 (Llave et al., 
1999) en PBST más leche. Se lavó la membrana 3 veces con PBST durante 10 minutos y se 
incubó durante 1 hora con un anticuerpo monoclonal de cabra específico frente a 
inmunoglobulinas de conejo conjugado con peroxidasa (GARPO), diluido 1/15000 en PBST 
más leche. Finalmente, se lavó la membrana varias veces con PBST y se procedió al 
revelado de la peroxidasa por quimioluminiscencia mediante el sistema ECL (Amersham 
Biosciences). 
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2.6. PLÁSMIDOS 
 
2.6.1. Plásmidos disponibles 
 
pT3T7 (Roche) es un plásmido para clonaje en E. coli. Confiere resistencia a 
ampicilina y tiene un sitio de clonaje múltiple flanqueado por promotores de transcripción in 
vitro T3 y T7. pT3T7/54kDa es un plásmido derivado de pT3T7 en el cual se ha clonado la 
secuencia correspondiente a la región 54 kDa de la replicasa de PMMoV-S (Tenllado et al., 
1995). 
 
pBI121 (Clontech) es un plásmido binario utilizado para la expresión transitoria o 
estable de genes en plantas mediante A. tumefaciens. Confiere resistencia a kanamicina en 
bacterias, y contiene un T-DNA que incluye un gen de resistencia a kanamicina en plantas 
(nptII) y el gen gusA (UidA) de E. coli (Jefferson et al., 1986) que codifica para la proteína β-
Glucuronidasa (GUS), bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor 
(CaMV).   
 
pCAMBIA2300 (Cambia) es un plásmido binario utilizado para la expresión transitoria 
de genes en plantas, mediante A. tumefaciens. Confiere resistencia a kanamicina en 
bacterias, y contiene un T-DNA que incluye un gen de resistencia a kanamicina en plantas y 
un sitio de clonaje múltiple.  
 
pL4440 (Timmons y Fire, 1998) es un plásmido con promotores T7 situados en 
posición convergente flanqueando el sitio múltiple de clonaje. 
 
El plásmido p402 es una variante del plásmido pP2C2S (Baulcombe et al., 1995; 
Chapman et al., 1992). Confiere resistencia a ampicilina en E. coli y contiene el genoma 
completo de PVX al que se la ha duplicado el promotor del RNA subgenómico de la CP y se 
le ha añadido un sitio de clonaje múltiple, de manera que se pueden introducir secuencias 
exógenas que se expresan a través de la formación de un RNA subgenómico adicional. El 
plásmido contiene un promotor T7 a partir del cual se pueden producir transcritos infectivos. 
El plásmido pPVX-54k (Tenllado et al., 2003) esta basado en el vector pP2C2S al cual se le 
ha clonado la secuencia de la región 54 kDa de PMMoV. 
 
El plásmido pBSK-CPPVY (Llave et al., 1999) es un plásmido derivado de 
pBluescript II SK, en el cual se ha clonado la CP de PVY.  
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2.6.2. Plásmidos utilizados en la transformación de plantas 
 
El plásmido pBI-GusIR54k (Tenllado et al., 2003) (Figura 2.3)  es un derivado de 
pBI121 en el que se ha introducido dos porciones del fragmento comprendido entre las 
posiciones 3411 y 4388 del genoma de PMMoV-S (Alonso et al., 1991) que corresponde a 
parte de la región 54-kDa, dispuestos en orientación sentido y antisentido (repetición 
invertida, IR). Entre estas secuencias se halla una región espaciadora correspondiente al 
gen de resistencia a fleomicina. Estas secuencias están bajo el control transcripcional del 
promotor 35S de CaMV y la señal de terminación de la nopalina sintetasa (Nos), de manera 
que potencialmente se produce un  transcrito de RNA parcialmente autocomplementario que 
forma una estructura lazo-horquilla (hairpin).  
 
El plásmido pBI-IR54k (Figura 2.3) se obtiene del plásmido pBI-GusIR54k por 
digestión parcial con las enzimas SacI y SmaI, eliminando el gen delator Gus. 
 
Los plásmidos pBI-Gus(+)ssRNA54k y pBI-Gus(-)ssRNA54k (Figura 2.3) son 
derivados de pBI121 en los que se ha introducido dos porciones del fragmento comprendido 
entre las posiciones 3411 y 4388 de PMMoV-S (región 54k), dispuestos en tandem en 
orientación sentido (+) o antisentido (-), con regiones espaciadoras aguas arriba de cada 
fragmento 54k, correspondientes al gen de resistencia a fleomicina. 
 
 
Figura 2.3. Esquema de las construcciones empleadas para la transformación de 
plantas. pBI121 contiene un gen neomicina fosfotransferasa (nptII) que confiere 
resistencia a kanamicina en plantas (KmR), bajo el control del promotor y 
terminador del gen nopalina sintasa (nos-p, nos-t). Contiene además el gen gusA 
codificante de la proteína β-Glucuronidasa, bajo el control del promotor 35S de 
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CaMV. En pBI-GusIR se ha introducido la secuencia 54k de PMMoV dispuesta en 
repetición invertida, con la secuencia codificante del gen de resistencia a 
fleomicina como separador de los brazos. En pBI-IR54k se ha introducido la 
misma construcción que pBI-IR54k y se ha removido el gen gusA. En pBI-
Gus(+)ssRNA54k se ha introducido la secuencia 54k en repetición directa con 
orientación sentido. En pBI-Gus(-)ssRNA54k se ha introducido la secuencia 54k 
en repetición directa en orientación antisentido. 35S: promotor 35S de CaMV; Nos: 
señal de terminación de la nopalina sintetasa; Phe: secuencia codificante para el 
gen de resistencia a fleomicina. 
 
 
2.6.3. Plásmidos empleados en producción de dsRNAs en bacteria 
 
Los plásmidos pL4440-HCPPV y pL4440-CPPPV (Figura 2.4) se construyeron con la 
secuencia del componente ayudante (HC) y la CP de PPV respectivamente, clonados en el 
plásmido L4440. Se amplificó por RT-PCR la región HC de PPV usando como molde RNA 
de PPV 5.15 (López-Moya et al., 1994) y los cebadores 
TATAGCTCGAGGAAAACACAACTC (nucleótidos 986 a 1009 de la secuencia de PPV) y 
TTTTGAATTCGTCACACTTATC (nucleótidos complementarios a las posiciones 2457 al 
2478 de la secuencia de PPV). El producto de PCR fue clonado entre las dianas HindIII y 
ClaI de pL4440. Se amplificó por RT-PCR la secuencia codificante de la CP de PPV usando 
como molde RNA de PPV 5.15 y los cebadores CGATATCTTGAAGCTTTTTAC (nucleótidos 
8511 al 8531 de la secuencia de PPV) y GTTTATCGATGATACCGAGACCA (nucleótidos 
complementarios a las posiciones 9570 a la 9592 de la secuencia de PPV). El producto de 
PCR fue clonado en el plásmido L4440 entre las dianas HindIII y ClaI. 
 
 
Figura 2.4. Representación gráfica del proceso de clonaje del gen HC-Pro y CP 
del aislado PPV5.15 en el plásmido L4440. La secuencia del HC-Pro  y CP fueron 
amplificadas por RT-PCR. Los fragmentos amplificados se digirieron con las 
enzimas HindIII y ClaI y se ligaron en el plásmido pL4440, digerido previamente 
con las mismas enzimas. Los plásmidos resultantes se denominaron pL4440-
HCPPV y pL4440-CPPPV.  
An
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El plásmido pL4440-CPPVY está constituído por la secuencia de la CP de PPY, 
clonada en el plásmido L4440 (Figura 2.5). A partir del plásmido pBSK-CPPVY (Llave et al., 
1999) se digirió la secuencia correspondiente a la CP de PVY con las enzimas HindIII y 
BamHI y se ligó al plásmido pL4440, el cual había sido previamente digerido con las mismas 
enzimas. 
 
Figura 2.5. Representación gráfica del proceso de clonaje de la secuencia CP de 
PVY en el plásmido L4440. La secuencia CP fue digerida a partir del plásmido 
pBSK-CPPVY con las enzimas HindIII y BamHI y clonada en el plásmido pL4440, 
digerido previamente con las mismas enzimas. El plásmido resultante se 
denominó pL4440-CPPVY.  
 
 
El plásmido pBSK-IRCPPVY (Figura 2.6) está constituido por la secuencia de la CP 
de PVY dispuesta en repetición invertida (IR), con una región espaciadora entre sus brazos, 
y clonada en el plásmido de clonaje en E. coli pBluescript II SK como se detalla. A partir del 
plásmido pCB278, cedido por el Dr. J.C. Alonso (Bravo and Alonso, 1990), un fragmento que 
contiene la secuencia codificadora del gen de resistencia a fleomicina fue digerido con las 
enzimas de restricción HindIII y XbaI, y se utilizó como región espaciadora de la IR. Por otra 
parte, se amplificó mediante PCR la secuencia correspondiente al gen de la cápsida de PVY 
comprendida entre las posiciones 8509 y 9390, utilizando como molde el plásmido 
pBSKCPPVY (Llave et al., 1999). Los cebadores empleados fueron CPPVYup 
(TCCTCTAGACACTGAAATGATGG; posición 8509 de la secuencia de PVY) que introduce 
una diana XbaI y CPPVYdwn (CTTGGTACCGGAGAGACACTACATC; posición 9390 de 
PVY) que introduce una diana KpnI. El producto de PCR se digirió con las enzimas de 
restricción XbaI y KpnI. Finalmente, el plásmido pBSKCPPVY fue digerido con las enzimas 
de restricción KpnI y HindIII. Los tres productos digeridos, secuencia fleomicina, producto de 
PCR y plásmido, fueron ligados con DNA ligasa del fago T4 (Promega). La integridad de la 
construcción resultante se comprobó mediante secuenciación. El plásmido resultante, pBSK-
IRCPPVY, se introdujo en E. coli HT115 mediante transformación por choque térmico. 
pBSK-CPPVY
CPPVY
CPPVY
BamHI
HindIII
CPPVYPPVYPVYCPPYCP
HindIII BamHI
CP PVY
pL4440-CPPVY
T7T7
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Figura 2.6. Representación gráfica del proceso de clonaje del gen CP de PVY en 
repetición invertida en el plásmido pBluescript II SK. La secuencia de la CP fue 
amplificada por PCR a partir del plásmido pBSK-CPPVY. La región espaciadora 
fue digerida a partir del plásmido pCB278. Estos fragmentos fueron clonados en el 
plásmido pBSK-CPPVY, resultando la construcción pBSK-IRCPPVY.  
 
2.6.4. Plásmidos empleados en expresión transitoria de genes en planta 
 
El plásmido pCAMBIA-IRCPPVY (Figura 2.7) está constituido por la secuencia de la 
CP de PVY dispuesta en repetición invertida, con una región espaciadora entre sus brazos, 
clonada en pCAMBIA 2300 como se detalla. A partir del plásmido pBSK393, un fragmento 
correspondiente a la secuencia del promotor 35S de CaMV se digirió con la enzima de 
restricción EcoRI y se clonó en el plásmido pCAMBIA 2300 (digerido con la misma enzima), 
en el cual se había clonado previamente la secuencia correspondiente al terminador Nos 
entre las dianas PstI y HindIII. A partir del plásmido pBKS-IRCPPVY (Figura 2.6) se digirió el 
fragmento correspondiente a la repetición invertida de la CP de PVY con las enzimas de 
restricción KpnI y BamHI y se clonó en el plásmido obtenido anteriormente. Se comprobó la 
integridad de la construcción resultante pCAMBIA-IRCPPVY por secuenciación. Este 
plásmido se introdujo primero en E. coli DH10B y a partir de éste se movilizó a A. 
tumefaciens GV2260 mediante cruce triparental con la ayuda del plásmido en E. coli 
pRK2013 KnR (Van Haute et al., 1983). 
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Figura 2.7. Representación gráfica del plásmido pCAMBIA-IRCPPVY. La 
construcción correspondiente a la repetición invertida de la CP de PVY fue 
digerida desde el plásmido pBSK-IRCPPVY y clonada en el plásmido pCAMBIA 
2300, al que previamente se le habían introducido el promotor 35S CaMV y el 
terminador Nos, resultando la construcción pCAMBIA-IRCPPVY.  
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NOSt35S
EcoRI
PstI HindIII
35S
KanR
CaMVt
LB RB
EcoRI
KpnI BamHI
 
                                                                                                             Resultados 
 44 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
      3. RESULTADOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                             Resultados 
 45 
3.1. TRANSFORMACIÓN DE NICOTIANA BENTHAMIANA CON CONSTRUCCIONES 
DERIVADAS DE LA REGIÓN 54K DE LA REPLICASA VIRAL DE PMMoV-S 
  
Con el objeto de desarrollar nuevas metodologías para el estudio de resistencia a 
virus mediada por PTGS, en un trabajo previo se diseñaron construcciones génicas con el 
potencial de producir dsRNAs (Tenllado et al., 2003). Estas construcciones contienen parte 
de la región 54k de la replicasa de PMMoV-S (PMMoV en adelante) dispuesta en repetición 
invertida (IR), con una región espaciadora entre sus brazos (ver MyM, apartado 2.6.2). 
Tenllado et al. (2003) demostraron la capacidad de este tipo de construcción para interferir 
con la replicación viral cuando es expresada transitoriamente en planta.  
 
En el intento por avanzar en el conocimiento y desarrollar nuevas estrategias para el 
control de las virosis, en el presente trabajo se utilizaron estas construcciones para la 
transformación de plantas de Nicotiana benthamiana y se procedió a examinar el potencial 
de este tipo de estructura, expresada constitutivamente en plantas, para interferir con la 
replicación viral y por tanto otorgar resistencia a las plantas frente a PMMoV. Por propósitos 
comparativos, se emplearon también construcciones de la misma secuencia viral pero sin 
capacidad de formar estructura dsRNA.   
 
3.1.1. CARACTERIZACIÓN DE LA RESISTENCIA A PMMoV EN LA LÍNEAS 
TRANSGÉNICAS (R0) 
 
Se obtuvieron un número comprendido entre 10 y 20 plantas regeneradas (R0) de N. 
benthamiana transformadas con la cepa desarmada de Agrobacterium tumefaciens 
LBA4404 portando cada una de las construcciones 54k dispuestas en repetición invertida: 
pBI-IR54k (líneas IR) y pBI-GusIR54k (líneas GusIR). Además se obtuvo un número similar 
de plantas (R0) portando construcciones 54k dispuestas en repetición directa, llevadas como 
control (ver MyM, apartado 2.6.2): pBI-Gus(+)ssRNA54k (líneas Gus(+)ssRNA) y pBI-Gus(-
)ssRNA54k (líneas Gus(-)ssRNA) y plantas transformadas con el vector vacío pBI121. Los 
vectores contienen un gen de resistencia a kanamicina (Km), que permite la selección de 
plantas transformadas. Las plantas transformadas crecieron y se desarrollaron con un ciclo 
normal análogo al de plantas de N. benthamiana no transformadas. 
 
En un análisis preliminar, para identificar las líneas transgénicas con resistencia a 
PMMoV, se realizó un ensayo de desafío frente al virus en las diferentes líneas regeneradas 
R0. Para esto, se extrajo una hoja de cada planta transgénica R0 y se inoculó con un 
purificado de PMMoV a 10 µg/ml. Estas hojas se mantuvieron en cámara húmeda durante 5 
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días. A continuación, a partir de cada hoja se realizó un macerado en tampón fosfato, se 
centrifugó y el sobrenadante se utilizó para preparar una dilución 1/200 en el mismo tampón. 
Con estas diluciones se inocularon varias mitades de hoja de Nicotiana tabacum var. Xanthi 
nc. En este huésped se desencadena una respuesta hipersensible frente a PMMoV, que se 
caracteriza por la formación de lesiones locales necróticas. En las mitades de hoja opuestas, 
se llevó como control de infectividad del virus la inoculación de macerados provenientes de 
hojas de N. benthamiana no transgénicas inoculadas en las mismas condiciones anteriores. 
A los 5 dpi se realizó el recuento de las lesiones (Figura 3.1). En función del número de 
lesiones se clasificó a las líneas en categorías: susceptibles (S), cuando el número de 
lesiones era similar al número de las del control (Figura 3.1, a y c: control no transgénico, b: 
línea transgénica susceptible); de moderada resistencia (M), cuando el número de lesiones 
era a lo más el 30% de las del control, e inmunes (I), cuando no se observó ninguna lesión 
(Figura 3.1, d: línea transgénica inmune). En la Tabla 3.1 se muestra la categoría (I, M o S) 
otorgada a cada línea transgénica y en la Tabla 3.2 se resume, por tipo de construcción 
génica,  el porcentaje de líneas en cada categoría. 
 
 
 
 
Figura 3.1. Lesiones locales necróticas en ensayo de retroinoculación en 
N.tabacum var. Xanthi nc, de extractos procedentes de planta control no 
transgénica (a y c) y de planta transgénica susceptible (b) o inmune (d) inoculadas 
con PMMoV. 
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Tabla 3.1. Clasificación de las líneas transgénicas según la resistencia, inmunidad 
(I) o moderada (M), o susceptibilidad (S) a PMMoV observada en ensayos de 
retroinoculación en N. tabacum var. Xanthi nc.  
 
El mayor número de líneas que se mostraron altamente resistentes (inmunes) frente 
al virus (Tabla 3.2), corresponde a líneas transformadas con repeticiones invertidas (77,7% 
de líneas IR y 56,2% de líneas GusIR). Por el contrario, el mayor número de líneas que se 
mostraron susceptibles frente al virus, corresponde a líneas transformadas con repeticiones 
directas (60,0% de líneas Gus(+)ssRNA y 66,7% de líneas Gus(-)ssRNA). 
 
Tabla 3.2. Resumen por tipo de construcción génica del número de líneas que se 
mostraron Inmunes, con Moderada resistencia o Susceptibles frente a PMMoV  
 
Estos resultados nos indican que la utilización de construcciones génicas diseñadas 
como repeticiones invertidas de secuencias virales rinde un mayor porcentaje de líneas 
resistentes a virus que el obtenido cuando se utilizan construcciones diseñadas como 
repeticiones directas.  
 
3.1.2. CARACTERIZACIÓN DE LA RESISTENCIA A PMMoV EN LAS LÍNEAS 
TRANSGÉNICAS 54K (R1) 
 
3.1.2.1. Determinación del número de loci en las líneas transgénicas 54k  
 
En función de la categoría asignada a cada planta R0 se seleccionaron plantas 
transformadas con las diferentes construcciones génicas de algunas de las diferentes 
Líneas (R0) Categoría 
 
IR 
1, 4, 5, 8-18 
2 
       3, 6, 7 
I 
M 
S 
 
GusIR 
 
1, 3-7, 12, 13, 16 
8, 14 
2, 9-11, 15 
I 
M 
S 
 
Gus(+)ssRNA 
         10                      
1-4, 8 
5-7, 9, 11-15             
I 
M 
S                 
 
Gus(-)ssRNA 
2, 3, 5 
1, 8 
4, 6, 7, 9, 10-15 
I 
M 
S 
pBI121 1 S 
 
               Respuesta  a PMMoV  
   
Líneas transgénicas     
 
Inmunes 
 
Moderada 
 
Susceptible 
 
Total 
IR 14 (77,7%) 1 (5,5%)   3 (16,7%) 18 
GusIR   9 (56,2%) 2 (12,5%)   5 (31,2%) 16 
Gus(+)ssRNA   1 (6,6%) 5 (33,3%)   9 (60,0%) 15 
Gus(-)ssRNA   3 (20,0%) 2 (13,3%) 10 (66,7%) 15 
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categorías. Por autofecundación de estas plantas R0, se obtuvieron semillas (R1). Tras la 
germinación de estas semillas en medio MS conteniendo Km A, la proporción de plántulas 
resistentes al antibiótico (Kmr) con respecto a las que mostraron susceptibilidad (Kms), se 
aproximó estadísticamente a valores de segregación de 3:1, 15:1 o 63:1, según las líneas. 
En algunas líneas la segregación no se ajustó a ninguna de estas proporciones, lo que 
sugiere eventos de integración que segregan en la progenie de forma parcialmente ligados. 
Debido a que la secuencia de interés (54k) se localiza en una posición adyacente al gen 
marcador de selección neomicina fosfotransferasa II (NPTII) en el vector de transformación, 
hemos asumido que ambos genes co-segregan en la descendencia de las plantas 
transgénicas. De este modo la segregación del carácter de resistencia a Km nos permite 
estimar el número de loci del transgén 54k presente en cada línea. Según esta estimación 
las líneas transgénicas obtenidas contienen entre 1 y 3 loci (Tabla 3.3) 
 
Tabla 3.3. Segregación de la resistencia a kanamicina en plántulas R1 y 
estimación del número de loci del transgén. 
 
       Líneas (R1)          Segregación 
KmR/KmS (a)               
Segr. (b) Prob. χ2 (c) Nº Loci 
IR 1            
3            
4            
6     
95/29 
96/23 
126/43 
160/35 
3,2:1 
4,1:1 
2,9:1 
4,5:1 
0,68 (3:1) 
0,15(3:1) 
0,89 (3:1) 
0,02(3:1) 
1 
1 
1 
ND 
 
 
 
GusIR 
 
1 
2 
4 
6 
11 
16 
116/26 
240/3 
90/4 
160/41 
182/10 
169/40 
4,4:1 
80:1 
22,5:1 
3,9:1 
18,2:1 
4,22:1 
0,07 (3:1)  
0,68 (63:1) 
0,42 (15:1) 
0,13 (3:1) 
0,55 (15:1) 
0,05 (3:1) 
1 
3 
2 
1 
2 
1 
Gus(+)ssRNA 1                        
2 
3                       
4                        
6 
8 
159/45 
187/8 
143/21 
173/45 
162/51 
192/39 
3,5:1 
23,3:1 
6,8:1 
3,8:1 
3,1:1 
4,9:1 
0,33 (3:1) 
0,22 (15:1) 
0 (15:1) 
0,14 (3:1) 
0,72 (3:1) 
0 (3:1) 
1 
2 
ND 
1 
1 
ND 
Gus(-)ssRNA 1                        
5                       
146/28 
555/20 
5,2:1 
27,7;1 
0,01 (3:1) 
0,01 (15:1) 
ND  
ND 
 
(a) Número de plántulas resistentes / número de plántulas susceptibles a Km observadas. 
(b) Segregación observada entre plántulas resistentes y susceptibles a Km. 
(c) Probabilidad asociada a la prueba χ2 para la segregación teórica indicada entre 
paréntesis. Con probabilidades >0,05 se acepta que las diferencias entre la segregación 
observada y la teórica sean debidas al azar. ND, la prueba χ2
  
no permite estimar el número 
de loci. 
 
3.1.2.2. Identificación de líneas transgénicas 54k (R1) con resistencia a PMMoV 
 
En cada experimento se inocularon con PMMoV de 10 a 15 plantas Kmr de las 
diversas líneas transgénicas detalladas en la Tabla 3.3, así como de otras líneas en las que 
no se contabilizó la segregación del gen NPTII. Se seleccionaron plantas con 3-4 hojas 
expandidas, y se inocularon las 2 hojas superiores, cada una con 10 µl de una solución a 10 
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µg/ml de virus purificado. Como control de la infectividad del inóculo viral, en cada uno de 
los experimentos se inocularon grupos de plantas de N. benthamiana no transgénicas (wt). 
 
Las plantas control (wt) inoculadas con PMMoV mostraron síntomas de infección viral 
entre 5 y 7 días después de la inoculación (dpi) (Figura 3.2, izquierda, abajo). Los síntomas 
mostrados por las plantas consistieron en un fuerte arrugamiento de las hojas apicales 
sistémicamente infectadas, seguido por la inhibición del crecimiento vegetativo dando lugar 
al enanismo de las plantas. La totalidad de las líneas transformadas con repeticiones 
lineales (Gus(+)ssRNA y Gus(-)ssRNA) resultaron infectadas con el virus (Figura 3.2, 
izquierda, abajo; Tabla 3.4). Estas líneas susceptibles, en general, mostraron una dinámica 
de síntomas similar a la de las plantas control, aún cuando en las plantas de la línea 
Gus(+)ssRNA6 se produjo un retraso de 3 días en la aparición de los síntomas con respecto 
a las plantas control. Cuatro líneas transformadas con repeticiones invertidas, IR1, IR4, 
GusIR6 y GusIR16 mostraron un fenotipo de completa resistencia a PMMoV en la totalidad 
de los individuos, permaneciendo libres de síntomas durante todo su ciclo de vida (3-4 
meses). (Figura 3.2, arriba; Tabla 3.4). En algunas líneas, GusIR4, GusIR12 y GusIR13, se 
observó segregación de la resistencia al virus (Tabla 3.4) 
 
 
 
 
Figura 3.2. Fenotipo de plantas inoculadas con PMMoV a 6 dpi (izquierda) y a 30 
dpi (derecha). Líneas transgénicas resistentes libres de síntomas (arriba) y 
susceptibles (abajo). Como control se emplearon plantas de N. benthamiana no 
transformadas (wt).  
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           1         2         3       4       5       6      7      8       9 
        
PMMoV-S 
 
Tabla 3.4. Resistencia o susceptibilidad a PMMoV de las líneas transgénicas 54k 
(R1) 
 
Líneas  54k   (R1) Plantas infectadas PMMoV (a) Total 
 
 
IR 
1            
3            
4            
6           
18 
0/15    0/10 
10/10 
0/15    0/10 
10/10 
10/10 
0/25 
10/10 
0/25 
10/10 
10/10 
 
 
 
GusIR 
 
1 
2 
4 
6 
11 
12 
13 
16 
5/5 
5/5 
5/15 
0/10    0/10 
5/5 
2/10 
7/10 
0/10     0/10 
5/5 
5/5 
5/15 
0/20 
5/5 
2/10 
7/10 
0/20 
Gus(+)ssRNA 1                        
2 
3                       
4                        
6 
8 
10 
5/5
15/15 
5/5
15/15
5/5 
15/15 
5/5 
5/5 
15/15 
5/5 
15/15 
5/5 
15/15 
5/5 
Gus(-)ssRNA 1                        
5                        
14 
15/15
10/10
10/10 
15/15 
10/10 
10/10 
wt(b) - 5/5     5/5 10/10 
         
(a) Número de plantas con síntomas de infección / número de plantas inoculadas, en varios 
experimentos 
(b) plantas de N. benthamiana no transgénicas (wt). 
 
 
3.1.2.3. Análisis molecular de las plantas resistentes y susceptibles a PMMoV 
 
Se analizó la acumulación de RNA viral de PMMoV a 7dpi en las hojas inoculadas de 
plantas resistentes y susceptibles de algunas líneas transgénicas, mediante Northern blot. 
Las plantas de líneas susceptibles a PMMoV mostraron acumulación de RNA viral de 
PMMoV (Figura 3.3, carril 1-3,6 y 9). En las plantas de las líneas resistentes GusIR6, 
GusIR16, IR1 e IR4, no se detectó acumulación de RNA viral de PMMoV (Fig. 3.3, carriles 4, 
5, 7 y 8 respectivamente) en la hoja inoculada. 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.3. Detección mediante Northern blot del RNA viral de PMMoV, a 7 dpi, en 
hojas inoculadas de plantas de líneas susceptibles (carril 1-3, 6 y 9) y de plantas 
de líneas resistentes (carriles 4,5, 7 y 8): 1, Gus(+)ssRNA2; 2, Gus(-)ssRNA1; 3, 
Gus(-)ssRNA5; 4, GusIR6; 5, GusIR16; 6, GusIR4; 7, IR1; 8, IR4; 9, wt. Para la 
detección del RNA viral se empleó una sonda complementaria a la región 54k de 
PMMoV marcada con digoxigenina. 
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PMMoV-S 
 
 
Se analizó también la acumulación de RNA viral de PMMoV en las hojas sistémicas a 
14 dpi. Todas las plantas de líneas susceptibles mostraron acumulación de RNA viral de 
PMMoV (Figura 3.4, carriles 1, 2, 3, 6 y 9). En las plantas con fenotipo de resistencia frente 
al virus, GusIR6, GusIR16, IR1 y IR4, no se detectó RNA viral de PMMoV (Figura 3.4, 
carriles 4, 5, 7 y 8 respectivamente) en hoja sistémica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4. Detección mediante Northern blot del RNA viral de PMMoV, a 14 dpi, 
en hojas sistémicas de plantas de líneas susceptibles (carril 1-3, 6 y 9) y de 
plantas de líneas resistentes (carriles 4, 5, 7 y 8): 1, Gus(+)ssRNA2; 2, Gus(-
)ssRNA1; 3, Gus(-)ssRNA5; 4, GusIR6; 5, GusIR16; 6, GusIR4; 7, IR1; 8, IR4; 9, 
wt. Para la detección del RNA viral se empleó una sonda complementaria a la 
región 54k de PMMoV marcada con digoxigenina. 
 
 
Estos resultados nos indican que la resistencia a nivel fenotípico observada en 
plantas transformadas con secuencias de PMMoV dispuestas en repetición invertida se 
manifiesta en una ausencia de acumulación detectable de virus en la planta. 
 
3.1.2.4. Niveles de mRNA del transgén en las líneas transformadas 
 
Se analizó los niveles de mRNA en algunas líneas transgénicas susceptibles y 
resistentes previo a su inoculación con PMMoV. En todas las líneas analizadas se observa 
acumulación de mRNA correspondiente al transgén 54k. En las líneas con fenotipo de 
susceptibilidad al virus, Gus(+)ssRNA2, Gus(-)ssRNA1 y GusIR4 (Figura 3.5, carril 2, 3 y 4 
respectivamente), se observan bandas del tamaño esperado, aproximadamente 3-3,5 kb, 
con diferentes niveles de acumulación del mRNA. En las líneas con fenotipo de resistencia 
al virus: IR1 e IR4 (Figura 3.5, carril 5 y 6), se detecta una banda del tamaño esperado, 2,5 
kb, correspondiente al mRNA del transgén, a un nivel de acumulación similar al de las líneas 
susceptibles al virus. Como control se detectó a las diferentes construcciones génicas en 
expresión transitoria en plantas de genotipo silvestre (Figura 3.5, panel B). Se observó un 
patrón similar de migración de los transcritos correspondientes a las construcciones génicas 
expresadas transitoriamente en estas plantas, comparado con el detectado en las plantas 
transgénicas.   
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Figura 3.5. A. Detección del mRNA del transgén 54k en líneas resistentes y 
susceptibles a PMMoV. Líneas susceptibles (carril 2-4): 2, Gus(+)ssRNA2; 3, 
Gus(-)ssRNA1; 4, GusIR4. Líneas resistentes (carriles 5 y 6): 5, IR1 y 6, IR4. B. 
Detección del mRNA 54K en expresión transitoria en planta de las construcciones 
génicas 1, Gus(+)ssRNA; 2, Gus(-)ssRNA; 3, GusIR; 4, IR.  La detección se 
realizó con una sonda complementaria a la región 54k marcada con digoxigenina. 
Como control negativo se llevó tejido de una planta de N. benthamiana no 
transformada (Panel A, carril 1). 
 
Por lo tanto, los resultados parecen indicar que la resistencia o susceptibilidad frente 
al virus en las diferentes líneas transgénicas no está condicionada por un mayor o menor 
nivel de acumulación del mRNA del transgén.  
 
3.1.2.5. Detección de siRNAs en plantas resistentes a PMMoV 
 
En plantas R1 de las líneas transgénicas que mostraron resistencia frente a PMMoV 
se analizó la presencia de RNAs pequeños interferentes (siRNAs) derivados del transgén 
54k, por ser estos siRNAs marcadores moleculares de la resistencia a virus mediada por 
PTGS.  
 
Previo a la inoculación con PMMoV se detectaron, con diferente nivel de 
acumulación, siRNAs de aproximadamente 21 y 25 nts en las líneas resistentes IR1, IR4, 
Gus IR6 y Gus IR16 (Figura 3.6, carril 1, 2, 3 y 4. respectivamente). Tras la inoculación con 
el virus, estas líneas mostraron un fenotipo de resistencia frente a PMMoV. No se detectaron 
siRNAs en la línea Gus(+)ssRNA2, susceptible a PMMoV (Figura 3.6, carril 6). No se 
observó variación aparente en los niveles de los siRNAs de la línea IR4 cuando la detección 
se realizó a 7dpi (Figura 3.6, carril 5) comparada con los siRNAs detectados previo a la 
inoculación (Figura 3.6, carril 4). 
 
 
 
 
 
1      2      3       4      5       6
A B
1     2      3      4
mRNA 54k
 
                                                                                                             Resultados 
 53 
 
Figura 3.6. Detección de siRNA derivados del transgén 54k en plantas de las 
líneas transgénicas resistentes a PMMoV: 1, GusIR6; 2, GusIR16; 3, IR1; 4, IR4 
antes de inocular; 5, IR4 después de inocular, y línea susceptible a PMMoV: 6, 
Gus(+)ssRNA2. Para la detección se empleó una sonda de DNA marcada con 32P 
específica para la región 54k del transgén. Como marcadores de peso molecular 
se emplearon oligonucleótidos de DNA. Como control de carga se muestra una 
tinción de bromuro de etidio del rRNA. 
 
 
La presencia de los siRNA derivados del transgén en las líneas resistentes 
transformadas con repeticiones invertidas IR1, IR4, Gus IR6 y Gus IR16 nos indica que la 
resistencia al virus está mediada por un mecanismo de PTGS. Los siRNAs se expresan en 
las plantas previo al desafío con el virus, y no existe indicio de la generación de nuevos 
siRNAs una vez que las plantas son inoculadas con PMMoV ya que no se observa un 
incremento en el nivel de acumulación de éstos.  
 
3.1.3. CARACTERIZACIÓN DE LA RESISTENCIA A PMMoV EN LA LÍNEA IR4 (R2) 
 
Plantas R1 de las 4 líneas transgénicas resistentes a PMMoV fueron autofecundadas 
y se colectó sus semillas (R2). Éstas fueron germinadas en medio MS con Km, 
encontrándose una línea, IR4#8, en homocigosis para el transgén viral. Esta línea fue 
sometida a un nuevo análisis de resistencia frente al virus, de manera similar al realizado 
con su línea parental, mostrando el mismo fenotipo de resistencia a PMMoV.  
 
3.1.3.1. Análisis de la resistencia frente a dosis crecientes de PMMoV 
 
Para conocer el efecto de la dosis de inóculo viral sobre las plantas transgénicas que 
mostraron un fenotipo de resistencia, se inocularon plantas R2 de la línea homocigota IR4#8 
y plantas control no transgénicas (wt), con diferentes concentraciones de PMMoV. En los 
ensayos previos de resistencia a PMMoV utilizamos una concentración de inóculo viral de10 
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µg/ml. En el ensayo aquí descrito utilizamos concentraciones de 10, 50 y 100 µg/ml de 
PMMoV, es decir, 1X, 5X y 10X respectivamente la concentración previamente usada. Se 
seleccionaron grupos de 10 plantas de la línea IR4 y de las plantas control con 3 a 4 hojas 
expandidas y se inocularon las 2 hojas superiores con 10 µl de solución 1X, 5X o 10X del 
inóculo viral.  
 
Ninguno de los grupos de plantas transgénicas IR4 inoculadas a las diferentes 
concentraciones de PMMoV desarrolló sintomatología correspondiente a la infección por 
PMMoV (Figura 3.7). La ausencia de síntomas en estas plantas se correspondió con la 
ausencia de virus a todas las concentraciones de inóculo utilizadas, tanto en la hoja 
inoculada a 7dpi, como en hoja sistémica a 21 dpi, lo cual fue determinado en un análisis 
Northern blot (Figura 3.8). La totalidad de las plantas control resultaron infectadas a las 
diferentes concentraciones de inóculo, detectándose el RNA viral a la concentración más 
baja utilizada (1x) a los 7 dpi en la hoja inoculada y a 21 dpi en hoja sistémica (Figura 3.8). 
Se consideró por tanto innecesario incluir en el análisis por Northern blot muestras 
correspondientes a las plantas control (wt) inoculadas con concentraciones del virus a 5X y 
10X. 
 
 
 
Figura 3.7. Fenotipo de las plantas de la línea IR4 y plantas control no 
transgénicas (wt), inoculadas con concentraciones crecientes de PMMoV, a 30 
dpi. 
 
 
 
 
 
 
 
1x          5x        10x
IR4
wt
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Figura 3.8. Detección mediante Northern blot del RNA viral de PMMoV en hojas 
inoculadas con diferentes concentraciones de inóculo viral, a 7 dpi, y en hojas 
sistémicas a 21 dpi, de plantas de la línea IR4 y plantas control no transgénicas 
(wt). Se cargaron 10 µg de RNA total de las muestras de hoja inoculada a 7dpi y 
de la muestra de hoja sistémica wt a 21 dpi y 20 µg de RNA total del resto de las 
muestras de hoja sistémica a 21 dpi. Para la detección se empleó una sonda de 
DNA marcada con 32P específica para la región 54k de la replicasa de PMMoV.  
 
 
Estos resultados nos indican que la expresión en planta de un transgén con una 
secuencia de origen viral dispuesta en repetición invertida otorga resistencia frente a 
elevadas dosis de inóculo viral.  
 
3.1.3.2. Análisis de la resistencia frente al inóculo viral aportado vía floema 
 
Para conocer el efecto de la aportación de inóculo viral a través del floema sobre las 
plantas transgénicas que mostraron un fenotipo de resistencia a PMMoV, se realizaron 
injertos usando plantas R2 de la línea homocigota IR4 # 8 y plantas no transgénicas (wt) 
susceptibles al virus. Los diferentes tipos de injertos se resumen en la Figura 3.9. En el 
injerto tipo A se usó como base del injerto una planta wt y como parte aérea una planta 
transgénica IR4. Como controles se llevaron el injerto tipo B en el cual base y la parte aérea 
del injerto correspondieron a plantas IR4 y el injerto tipo C en el cual la base y la parte aérea 
del injerto correspondieron a plantas wt. Una vez establecidos los diferentes tipos de injertos 
se inocularon 2 hojas de la parte basal con 15 µl de una solución viral a 50 µg/ml de PMMoV 
purificado. A los 6dpi se observaron los primeros síntomas sistémicos de infección viral en la 
base de los injertos tipo A y C, es decir, en los cuales éstas corresponden a plantas wt. A los 
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    Injerto tipo                            planta madre  
  
  wt 
 
  wt 
 
 
C 
  
  IR4 
 
  IR4 
 
 
B 
 
IR4 
 
a 
 
IR4 
 
b
 
wt 
 
c
  
  IR4 
 
  wt 
 
 
A 
11 dpi los síntomas de infección viral se observaron en la parte aérea de los injertos tipo C, 
es decir, en el cual ésta correspondía a una planta wt, implicando ésto que el virus se hizo 
sistémico atravesando la unión del injerto. Ninguno de los injertos en los cuales la parte 
aérea correspondía a una planta transgénica IR4 (tipo A, N=10 y tipo B, N=2) desarrolló 
síntomas de infección viral en esta sección (Figura 3.10). Interesantemente, debemos 
destacar  los de tipo A, en donde la entrada del inóculo viral ocurriría a través de los haces 
vasculares de plantas wt infectadas con virus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.9. Descripción de los injertos realizados. Injerto tipo A: planta IR4 sobre 
planta wt; tipo B: planta IR4 sobre planta IR4; tipo C: planta wt sobre planta wt. La 
planta madre corresponde a la planta de la cual se extrajo el ápice para ser usado  
como parte aérea de un injerto. Una vez extraído el ápice la planta madre se dejó 
crecer, sin ser desafiada frente al virus, para ser usada como control. 
 
 
Figura 3.10. Fenotipo de los injertos tipo A, B y C, a 21 dpi.  
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La ausencia de síntomas en la parte aérea de los injertos tipo A y B estuvo en 
concordancia con la ausencia de RNA viral, analizado mediante Northern blot. No se detectó 
a PMMoV a los 14 dpi ni a los 21 dpi en la parte aérea de los injertos cuando ésta procedía 
de una planta de la línea IR4 (Figura 3.11, panel I, A y B). Por el contrario, sí se detectó el 
virus en el injerto tipo C, es decir, cuando la parte aérea del injerto procedía de una planta wt 
(Figura 3.11, panel I, C). A fin de descartar un posible bajo nivel de replicación del virus en 
las partes aéreas correspondientes a plantas IR4, se rehibridó la membrana con una sonda 
específica de la región de la proteína de la cápsida (CP) de PMMoV. Sólo se detectó 
hibridación diagnóstica de replicación viral, con la presencia del RNA subgenómico de la CP 
de PMMoV, en la parte aérea del injerto tipo C (Figura 3.11, panel II, C).  
 
 
Figura 3.11. Detección del virus PMMoV en tejido correspondiente a la parte 
aérea de los injertos A, B y C a 14 y 21 dpi, mediante Northern blot. I: detección 
del RNA viral utilizando una sonda de DNA marcada con 32P específica de la 
región 54k de la replicasa de PMMoV. II: detección del virus usando una sonda de 
DNA marcada con 32P específica de la CP de PMMoV. Se llevó como control 
negativo muestras correspondientes a tejido de las plantas madres a, b y c, sin 
inocular. Como control de carga se muestra una tinción de bromuro de etidio del 
rRNA. 
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         14 dpi                  21 dpi 
   A   a   B   b   A   a   B   b  C 
 
– 25 nt 
– 21 nt 
– 5S rRNA 
 
Se examinó la acumulación de los siRNAs en tejido proveniente de la parte aérea de 
los injertos, y en tejido sistémico de las plantas madres no desafiada con el virus, llevadas 
como control. No se observó diferencia de acumulación entre los siRNA detectados en la 
parte aérea del injerto tipo A o B y los siRNAs detectados en su planta madre a o b 
respectivamente (Figura 3.12, A y a, B y b), a 14 dpi y 21 dpi. Esto tiene concordancia con 
los resultados previos relativos a la ausencia de replicación del virus en la parte aérea de 
este tipo de injertos, es decir, la ausencia de un molde potencial para la generación de 
nuevos siRNAs. En la parte aérea del injerto tipo C se detectó un abundante producto que 
tuvo una migración similar a los siRNAs detectados en las plantas transgénicas (Figura 3.12, 
C). Estos serían presumiblemente productos generados como consecuencia de una 
respuesta de silenciamiento génico no efectiva durante la infección por PMMoV en plantas 
de genotipo wt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.12. Detección de siRNAs derivados del transgén 54k en la parte aérea de 
los injertos A, B y C y de las plantes madres a y b llevadas como control, a 14 y 21 
dpi. Para la detección se empleó una sonda de DNA marcada con 32P específica 
para la región 54k del transgén. Como marcadores de peso molecular se 
emplearon oligonucleótidos de DNA. Como control de carga se muestra una 
tinción de bromuro de etidio del rRNA. 
 
Los resultados de este experimento nos indican que a pesar de la fuerte presión de 
inóculo viral aportado a través de los haces vasculares de plantas wt infectadas, la 
resistencia de las plantas IR4 frente a PMMoV no se ve comprometida. 
 
3.1.3.3. Especificidad de la resistencia 
 
Se estudió la especificidad del mecanismo que promueve la resistencia, mediante la 
inoculación de plantas R2 de la línea homocigota IR4 # 8 con otros tobamovirus con distinto 
grado de similitud nucleotídica con PMMoV. PMMoV-I tiene una similitud nucleotídica del 
93% con la secuencia 54k de PMMoV, la de TMV es de aproximadamente el 73% y la de 
ToMV es de aproximadamente del 70%. A la vez se inocularon plantas control no 
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Línea          TMV           ToMV         PMMoV-I         PMMoV 
    IR4          10/10           10/10            0/10                  0/10 
Control        10/10           10/10          10/10                10/10 
 
transgénicas (wt) para comprobar la infectividad de los inóculos. Todas las plantas wt 
resultaron infectadas por PMMoV-I, TMV y ToMV (Figura 3.13, Tabla 3.5). Las plantas IR4 
inoculadas con virus con baja similitud nucleotídica con el transgén, TMV y ToMV, también 
resultaron infectadas. Sin embargo, ninguna de las plantas IR4 inoculadas con PMMoV-I, el 
virus con el mayor grado de similitud nucleotídica con el transgén, resultó infectada, 
mostrando un fenotipo de resistencia idéntico al presentado frente a PMMoV. 
 
Figura 3.13. Fenotipo de plantas de la línea transgénica IR4 y plantas control no 
transgénicas (wt) inoculadas con a: tampón de inoculación, b: 5 µg/ml de TMV, c: 
10 µg/ml de ToMV, d: 50 µg/ml de PMMoV-I, e: 50 µg/ml de PMMoV, a 30 dpi.  
 
           Tabla 3.5. Especificidad de la resistencia frente a varios tobamovirus 
                             
 
 
 
                                   
Número de plantas infectadas / número de plantas inoculadas 
 
 
Estos resultados nos indican que la resistencia es dependiente de la similitud de 
secuencia entre el transgén y el RNA viral, lo que concuerda con un mecanismo de 
resistencia mediado por PTGS operativo en la línea IR4 # 8. 
 
3.1.4. RESISTENCIA A PVX-54K EN LAS PLANTAS TRANSGÉNICAS IR4#8 
 
La resistencia transgénica a un virus, mediada por PTGS, puede ser extensiva a un 
virus heterólogo, si éste último porta una secuencia homóloga al transgén inductor de 
silenciamiento.  
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3.1.4.1. Preparación del inóculo de PVX-54k 
 
El virus PVX-54k es un virus quimérico basado en PVX, al cual se le ha añadido la 
secuencia 54k de la replicasa de PMMoV. A partir de PVX y PVX-54k se realizaron 
transcritos y se inocularon plantas de N. benthamiana. El inóculo utilizado en este 
experimento se obtuvo a partir de las primeras hojas sistémicas infectadas, en las cuales es 
menos probable que ocurra la deleción del virus quimérico. 
 
3.1.4.2. Análisis de la resistencia a PVX-54k 
 
Se inocularon con PVX o con el virus quimérico PVX-54k plantas R2 de la línea 
homocigota IR4#8 resistente a PMMoV, y plantas control no transformadas (wt).  
 
Todas las plantas inoculadas con PVX, es decir, las plantas de la línea IR4 y las 
plantas wt, mostraron síntomas de infección viral a 6 dpi. Los síntomas consistieron en 
aclareamiento de venas en las primeras hojas sistémicas infectadas y mosaico en las hojas 
surgidas posteriores (Figura 3.14). Las plantas wt inoculadas con PVX-54k mostraron 
síntomas de infección viral, similares a los antes descritos, a los 8 dpi. Las plantas de la 
línea IR4 inoculadas con PVX-54k no mostraron síntomas de infección viral (Figura 3.14), 
permaneciendo libre de éstos hasta el fin de su ciclo vital. 
 
Figura 3.14. Fenotipo de las plantas transgénicas IR4 y plantas no transgénicas 
(wt), inoculadas con PVX o PVX-54k, a 21 dpi. 
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3.1.4.3. Análisis molecular de PVX-54k 
 
Se analizó la acumulación de RNA viral de PVX y PVX-54k en las plantas IR4 y en 
las control (wt), en hoja inoculada a 9 dpi  y en hoja superior a 21 dpi. Se utilizó una sonda 
específica de la secuencia de la CP de PVX, que permite detectar todos los RNA derivados 
del virus, tanto los genómicos (g) como subgenómicos (sg) (Figura 3.15). En las plantas 
inoculadas con PVX se observó el RNA genómico de PVX y bandas correspondientes a 
RNAs subgenómicos. En las plantas wt inoculadas con PVX-54k se observó el RNA 
genómico de PVX-54k y bandas correspondientes a RNAs subgenómicos. En las plantas 
IR4 inoculadas con PVX-54k no se observó acumulación viral, ni en la hoja inoculada a 9 
dpi, ni en las hojas superiores a 21 dpi.  
 
 
Figura 3.15. Detección de RNAs genómicos (g) y subgenómicos (sg) de PVX y 
PVX-54k en plantas transgénicas IR4 y plantas no transformadas (wt), a 9 dpi en 
hoja inoculada y a 21 dpi en hoja superior. S: planta sana. Se empleó una sonda 
de DNA marcada con 32P específica para la CP de PVX. Como control de carga se 
muestra una tinción con bromuro de etidio de rRNA. 
 
 
Estos resultados nos indican que un virus heterólogo portando una secuencia con 
similitud nucleotídica a la del transgén inductor de PTGS es diana de silenciamiento génico 
postranscripcional. 
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3.2. PROTECCIÓN DE PLANTAS FRENTE A LA INFECCIÓN VIRAL MEDIADA POR RNA 
DE DOBLE CADENA (dsRNA) EXPRESADO EN BACTERIA  
 
En los apartados anteriores de esta tesis hemos demostrado que la expresión en 
plantas de estructuras dsRNA correspondientes a PMMoV a través de un transgén confieren 
una alta capacidad de desencadenar resistencia mediada por PTGS frente a este virus. En 
este apartado, abordamos el desarrollo de una nueva aproximación biotecnológica dirigida al 
control de las virosis que, aunque basada en silenciamiento génico, no requiere la 
transformación genética de plantas. Tomando como referencia la utilización de RNA 
bicatenario para el silenciamiento de la expresión génica documentado en animales, se 
pretendió interferir con la infección viral mediante la administración a plantas de formas 
dsRNAs correspondientes a secuencias virales producidas a partir de una fuente exógena. 
 
3.2.1. PRODUCCIÓN EN BACTERIAS DE dsRNA CORRESPONDIENTE A SECUENCIAS 
VIRALES 
 
Con el objeto de desarrollar un método simple y rápido de producción de dsRNAs 
derivados de secuencias virales, que nos permitiese el estudio de estas moléculas en la 
protección de plantas, nos propusimos producir dsRNAs in vivo a partir de bacterias. 
 
Para cumplir este objetivo se utilizó un sistema de expresión inducible basado en una 
cepa de Escherichia coli modificada genéticamente. La cepa HT115 (DE3) es deficiente en 
la producción de RNasa III, una enzima que degrada dsRNA. De esta forma, se consigue la 
acumulación de formas bicatenarias de RNA en el interior de la célula bacteriana. Otra 
modificación adicional del sistema consiste en que, integrado en su genoma, se halla el gen 
de la RNA polimerasa del fago T7 que se transcribe a partir de un promotor inducible por 
IPTG. De esta manera, una vez introducido en la bacteria un plásmido en el que se han 
clonado las secuencias virales de interés bajo el control del promotor T7, es posible inducir 
la expresión de dsRNA de origen viral, a través de la adición al medio de cultivo de bajas 
concentraciones de IPTG (Figura 3.16). 
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Figura 3.16. Esquema representativo de la producción de dsRNAs, derivados de 
secuencias virales, en la bacteria E. coli HT115 (DE3). A. Bacteria HT115 
transformada con el pL4440, con dos promotores T7 convergentes, portando la 
secuencia viral de interés. B. Bacteria HT115 transformada con el vector con un 
promotor T7 único, portando la secuencia viral dispuesta en Repetición Invertida 
(IR).  
 
Para el clonaje de secuencias virales se siguieron dos estrategias. Una de ellas 
consistió en utilizar el plásmido L4440, el cual tiene dos promotores T7 convergentes 
flanqueando el sitio múltiple de clonaje (ver MyM, apartado 2.6.1). En este vector se 
clonaron secuencias virales correspondientes a la proteína componente auxiliar (HC) de 
transmisión y la proteína de la cápsida (CP) de PPV y a la proteína CP de PVY. La otra 
estrategia consistió en construir una repetición invertida (IR) correspondiente a regiones del 
genoma viral, las cuales fueron clonadas en un vector bajo un promotor T7 único. De esta 
manera se obtuvo la construcción IR54k, correspondiente a la región 54k de PMMoV 
(Tenllado et al., 2003) y la construcción IRCPPVY (ver MyM, apartado 2.6.3). Con las 
construcciones antes descritas y la del plásmido vacío (sin inserto viral) se transformaron 
bacterias HT115, y mediante la inducción de los cultivos con IPTG durante 2-3 horas se 
obtuvieron los dsRNAs. 
 
3.2.1.1. Análisis de los dsRNAs producidos en la cepa HT115  
 
Los dsRNAs producidos en bacterias fueron analizados mediante la extracción de los 
ácidos nucleicos totales (ver MyM, apartado 2.3.3). Cuando se indujo dsRNA de PMMoV 
(IR54k) se observó en el gel bandas mayoritarias correspondientes a  los RNA ribosómicos, 
y entre estas bandas se observó la acumulación de una banda de tamaño aproximado de 1 
kb de dsRNA, el tamaño esperado para el dsRNA de PMMoV (Figura 3.17, panel I). Para 
verificar que este producto era dsRNA, los ácidos nucleicos totales fueron tratados con 
RNasa A y luego separados en gel. Esta enzima, en condiciones de moderada salinidad, 
degrada a los RNAs de cadenas sencilla, preservando los de doble cadena. En la figura 
cDNA viral IR
IPTG
T7 RNA polimerasa
+
dsRNA
+
E. coli RNasa III -B
 
-
IPTG
T7 RNA polimerasa
cDNA viral
+
dsRNA
+
+
E. coli RNasa IIIA -
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3.17, panel II, se observa que se preserva la banda del tamaño esperado, la cual 
correspondería a IR 54k, mientras que en el vector vacío HT115 se ha degradado la 
totalidad del RNA. 
 
Figura 3.17. Producción de dsRNA de PMMoV (IR 54k) en E. coli HT115. Los 
ácidos nucleicos totales fueron extraídos a partir de cultivos inducidos con IPTG 
del vector vacío (HT115) o IR54k y luego separados por electroforesis en gel de 
agarosa al 1% antes (I) o después del tratamiento con RNasa A (II). Como 
marcadores de peso molecular se empleó 1Kb DNA Ladder (M DNA) y Neo mRNA 
sintetizado in vitro (M RNA). 
 
De manera similar a lo antes descrito fueron analizados los dsRNAs de PPV. En la 
Figura 3.18, panel I, se observan bandas del tamaño esperado para los dsRNAs de PPV, 
HCPPV (1492 pb) y CPPPV (1181 pb), las cuales se preservaron luego del tratamiento con 
RNasa A (Figura 3.18, panel II)  
 
Figura 3.18. Producción de dsRNA de PPV en E. coli HT115. Los ácidos nucleicos 
totales fueron extraídos a partir de cultivos inducidos con IPTG, del vector vacío 
HT115, HCPPV o CPPPV y luego separados por electroforesis en gel de agarosa 
al 1% antes (I) o después del tratamiento con RNasa A (II). Como marcadores de 
peso molecular se empleó DNA de fago lambda digerido con EcoRI-HindIII (M 
DNA). 
I II 
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En la figura 3.19 se muestran los ácidos nucleicos totales en gel de agarosa al 1% de 
dsRNAs de PVY (IRCPPVY) y del vector vacío HT115. Se observa una banda del tamaño 
esperado para IRCPPVY, la cual se encuentra ausente en el vector vacío.  
 
Figura 3.19. Producción de dsRNA de PVY (IRCPPVY) en E. coli HT115. Los 
ácidos nucleícos totales fueron extraídos a partir de cultivos inducidos con IPTG 
del vector vacío HT115 o IRCPPVY, y luego separados por electroforesis en gel 
de agarosa al 1%. Se cargaron en el gel 3 µl de los ácidos nucleicos totales de 
HT115 y 0,5, 1 y 3 µl de los de IRCPPVY. Como marcadores de peso molecular se 
empleó un marcador comercial 1Kb DNA ladder. 
 
 
Estos resultados nos indican que el uso de la bacteria HT115 y las estrategias de 
clonaje seleccionadas resultaron efectivas para la producción de dsRNAs derivadas de 
secuencias virales. 
 
3.2.1.2. Protección de plantas mediada por dsRNAs en preparaciones de ácidos 
nucleicos totales 
 
A fin de analizar si los dsRNAs expresados en bacterias y extraídos por medio de 
preparaciones de ácidos nucleicos totales tienen un efecto protector para las plantas frente a 
virus, se realizaron ensayos de protección de los preparados de dsRNA de PMMoV (IR54k) 
frente a su virus homólogo (PMMoV). Se mezclaron 10µl de estos preparados, IR54k  o del 
vector vacío HT115, con igual volumen del virus PMMoV (5 µg/ml)  y se inocularon 
mecánicamente con ayuda de un abrasivo en plantas de N. benthamiana.  
 
Las plantas inoculadas con PMMoV más extractos bacterianos del vector vacío 
HT115 (30 plantas en 6 diferentes experimentos) mostraron síntomas de infección viral a los 
6 dpi. Sin embargo, todas las plantas que fueron inoculadas con PMMoV más el extracto 
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 Hoja inoculada      Hoja superior 
 
              PMMoV-S   + 
 
  HT115    IR54k     HT115 IR54k 
 
      PMMoV 
 
IR54k (35 plantas en 6 diferentes experimentos) permanecieron libres de síntomas hasta el 
fin del ciclo de vida.  
 
Se analizó la acumulación viral de PMMoV en hoja inoculada y hoja superior a 7dpi. 
En la Figura 3.20 se observa acumulación de RNA viral, tanto en hoja inoculada como en 
hoja superior en muestras de plantas co-inoculadas con PMMoV y el vector vacío HT115. 
Sin embargo, no se observó acumulación viral en plantas co-inoculadas con PMMoV y el 
extracto IR54k.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.20. Detección mediante Northern blot del RNA viral de PMMoV a 7 dpi, 
en hoja inoculada y en hoja sistémica de plantas inoculadas con PMMoV más 
HT115 o PMMoV más IR54k. Para la detección se empleó una sonda de DNA 
marcada con digoxigenina específica para la región 54k de la replicasa de 
PMMoV.  
 
Estos resultados nos indican que los dsRNAs de PMMoV en preparaciones de ácidos 
nucleicos totales de bacterias interfieren con la replicación de PMMoV cuando son co-
inoculados en plantas de N. benthamiana, protegiendo a éstas de la infección viral. 
 
3.2.2. PROTECCIÓN DE PLANTAS MEDIADA POR dsRNA EN EXTRACTOS CRUDOS 
OBTENIDOS EN LA PRENSA FRANCESA (FP) 
 
El método de extracción de ácidos nucleicos totales utilizado en el apartado anterior 
para la obtención de dsRNAs a partir de las células bacterianas, es un método laborioso y 
costoso a nivel industrial, el cual incluye químicos como el fenol y cloroformo, cuyo manejo 
presenta una cierta peligrosidad. Con el objeto de desarrollar un procedimiento rápido, 
simple y económico de extracción de los productos interferentes (dsRNAs), y que nos 
permitiese optimizar la producción a gran escala de éstos, se seleccionó un método 
mecánico de extracción de dsRNAs de las células bacterianas, mediante el uso de la Prensa 
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Francesa (FP, French Press). Esta prensa nos permitió, por diferencia de presión, la rotura 
de las células bacterianas y la liberación de los ácidos nucleicos totales, incluidos los 
dsRNAs.   
 
Los cultivos bacterianos inducidos con IPTG fueron sometidos a la Prensa Francesa 
2 o 3 veces, centrifugados y el sobrenadante fue empleado en experimentación. En la figura 
3.21 se observa que este método de extracción preserva la integridad de los dsRNAs 
acumulados en las bacterias. 
 
Figura 3.21. Extractos French Press de dsRNAs de PMMoV (IR54k). Los IR54k 
fueron inducidos en bacterias HT115 y extraídos de éstas mediante la Prensa 
Francesa, centrifugados y separados en gel de agarosa al 1%. Como marcador de 
peso molecular se empleó DNA de fago lambda digerido con EcoRI-HindIII. 
 
 
Para analizar la actividad interferente de los extractos FP IR54k en la infección de 
PMMoV y la relación entre la dosis de extracto FP y la inhibición de la infección viral, se 
realizó una serie de diluciones (1/2 a 1/20) del extracto IR54k (3 µg de ácidos nucleicos 
totales/µl) los cuales fueron mezclados con el virus homólogo PMMoV a una concentración 
de 5 µg/ml, e inoculados en plantas de N. benthamiana. Se llevó como controles a plantas 
inoculadas con PMMoV más extractos FP del vector vacío HT115 y plantas inoculadas con 
el virus más extractos FP heterólogos de dsHCPPV.  
 
Se analizó la acumulación viral de PMMoV en hoja inoculada a 7dpi. En la Figura 
3.22 se observa la acumulación de RNA viral en muestras de plantas co-inoculadas con 
PMMoV y extractos FP heterólogos de dsHCPPV. No se detectó acumulación viral en 
plantas co-inoculadas con PMMoV y el extracto FP IR54k a diluciones entre 1/2 y 1/10, sin 
embargo, a la dilución 1/20 del extracto se observa acumulación de RNA viral, muy baja 
comparada con el control. 
 
 
 
       dsRNA 
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Figura 3.22. Detección de PMMoV en hoja inoculada a 7 dpi. Las plantas fueron 
co-inoculadas con PMMoV (5 µg/ml) y extracto FP IR54k a diluciones entre 1/2 y 
1/20. Se llevo como control a plantas inoculadas con PMMoV más extracto FP 
dsHCPPV. Como control de carga se muestra la detección del rRNA 18S. 
 
 
Las plantas inoculadas con PMMoV más extractos FP de dsHCPPV o con el vector 
vacío HT115 mostraron síntomas de infección a los 6dpi. Las plantas inoculadas con el virus 
más el extracto FP IR54k a una dilución 1/20 presentaron un retraso en los síntomas de 2 
días con respecto a los controles. Sin embargo, las plantas inoculadas con PMMoV más 
extractos FP IR54k a diluciones entre 1/2 y 1/10 permanecieron libres de síntomas hasta el 
fin de su ciclo de vida (Figura 3.23). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.23. Fenotipo de las plantas inoculadas con PMMoV más extractos FP: 
IR54k a una dilución 1/10, dsHCPPV (1/2) o el vector vacío HT115 (1/2), a 30 dpi. 
 
Para extender los resultados obtenidos a un virus distinto que PMMoV, se indujeron 
cultivos bacterianos para la producción de dsRNAs derivados de PPV: HC PPV y CP PPV. 
Se extrajeron los dsRNAs de manera similar a lo antes descrito y se obtuvieron los extractos 
FP para la experimentación. Una dilución 1/2 de los extractos FP de dsRNAs HCPPV o 
CPPPV fueron mezclados con el virus homólogo PPV (0,3 µg/ml). Se llevó como controles a 
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      CP PPV 
                                        PPV  + 
    
     M      Sana       -    HT115  HCPPV  IR54k 
 
Extracto FP Fenotipo(a) Título viral 
HT115         S 3/3 1,221 ± 0,105 
HC PPV         R 14/17 
        S 3/17 
0,007 ± 0,004 
1,197 ± 0,060 
CP PPV         R 8/11 
        S 3/11 
0,017 ± 0,017 
1,310 ± 0,103 
IR54k         S 7/7 1,149 ± 0,078 
Control no inoculado - 0,012 ± 0,007 
 
plantas inoculadas con PPV más extractos FP (dilución 1/2) del vector vacío HT115 y 
plantas inoculadas con PPV más extractos FP (1/2) de IR54k. 
 
En 3 experimentos independientes se detectó a PPV en hojas sistémicas de todas 
las plantas co-inoculadas con PPV y extractos FP del vector vacío HT115 o PPV más 
extractos FP IR54k, mediante ELISA-DAS a 12 dpi. En contraste, una alta proporción de 
plantas inoculadas con PPV más dsHCPPV (82%) o dsCPPPV (73%) no desarrollaron 
síntomas de infección y no se logró detectar a PPV por medio de ELISA (Tabla 3.6). Más 
aún, usando una técnica de alta sensibilidad como es la RT-PCR no se encontraron trazas 
de replicación viral en hojas sistémicas de las plantas sin síntomas (Figura 3.24). 
 
Tabla 3.6. Detección de PPV mediante ELISA en hoja sistémica de plantas co-
inoculadas con PPV más extractos French Press (FP) dsRNAs de PPV.  
 
 
 
 
 
(a): número de plantas susceptibles (S) o resistentes (R) (según fenotipo) / total de plantas 
inoculadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.24. Detección de PPV por RT-PCR, en extractos de RNA total de hojas 
sistémicas de N. benthamiana, a 14 dpi. Las plantas fueron inoculadas con 
tampón (Sana) o con PPV (0,3 µg/ml) (-), o co-inoculadas con PPV más extractos 
dsRNA FP: del vector vacío (HT115), de PPV (HCPPV) o de PMMoV (IR54k). En 
la RT-PCR se usó 1µg de RNA total y cebadores correspondientes a la CP de 
PPV. Como marcador de peso molecular se usó al Fago lambda (HindIII-EcoRI). 
El fragmento amplificado de 510 bp es indicado al margen. 
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Estos resultados nos indican que los extractos FP de dsRNAs derivados de 
secuencia virales, interfieren con la replicación de sus virus homólogos cuando son co-
inoculados en plantas de N. benthamiana, protegiendo a éstas de la infección viral. 
 
3.2.3. PROTECCIÓN DE PLANTAS MEDIADA POR LA PULVERIZACIÓN DE 
EXTRACTOS FP DE dsRNAs  
 
La utilización de la estrategia basada en la interferencia por dsRNA como 
herramienta dirigida al control de las virosis en cultivos, requiere de métodos de aplicación 
del agente interferente (dsRNA) que sean apropiados para su empleo sobre gran número de 
plantas y en las condiciones naturales de los cultivos. En una aproximación preeliminar para 
cumplir con este objetivo, seleccionamos como forma de aplicación de los productos 
interferentes la pulverización mediante un sencillo atomizador manual de los extractos FP de 
dsRNAs sobre la superficie foliar de las plantas.  
 
3.2.3.1. Pulverización de extractos FP de dsRNA de PMMoV (IR54k) 
 
Para evaluar el efecto protector de la pulverización con extractos FP frente a la 
infección viral, y su persistencia en la hoja, los extractos FP de IR54k o del vector vacío 
HT115 (a una dilución 1/2) se pulverizaron sobre plantas y grupos de estas fueron 
inoculadas, en la hoja tratada, con PMMoV (5 µg/ml) a 0, 1, 3, 5 o 7 días después de la 
pulverización. 
 
Todas las plantas pulverizadas con el vector vacío HT115 mostraron síntomas de 
infección viral a 6 dpi, independientemente del tiempo transcurrido entre la aplicación de 
dsRNA y el inóculo viral. Las plantas pulverizadas con extractos FP IR54k e inoculadas en el 
mismo día o hasta 5 días después de la pulverización, permanecieron libres de síntomas 
hasta el fin de su ciclo de vida. El análisis por medio de ELISA-DAS a 12 dpi de las hojas 
sistémicas mostró la ausencia de PMMoV en estas plantas, comparada con hojas sistémicas 
de las plantas tratadas con el vector vacío HT115. (Tabla 3.7). La inoculación del virus 7 
días después de la pulverización con extractos FP IR54k dio como resultado la infección del 
80% de las plantas. Sin embargo, la aparición de síntomas en estas plantas se retrasó 3 
días comparada con las plantas control, indicando una parcial interferencia con la infección 
viral. 
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Extracto FP PMMoV (d p p)(a) Fenotipo Título viral 
IR 54k 0 R 5/5 (b) 0,004 ± 0,002 
IR 54k 1 R 5/5 0,009 ± 0,003 
IR 54k 3 R 5/5 0,011 ± 0,010 
IR 54k 5 R 18/18 0,015 ± 0,012 
IR 54k 7 R 1/5 
S 4/5 
0,012 
1,360 ± 0,141 
HT115 5 S 10/10 1,420 ± 0,121 
Control no inoculadas 
  0,008 ± 0,003 
 
Tabla 3.7.  Detección de PMMoV mediante DASI-ELISA en tejido sistémico de 
plantas pulverizadas con extractos IR54k o con el vector vacío. 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a)  inoculación de PMMoV días después de la  pulverización 
(b) número de plantas resistentes (R) o susceptibles (S) / número de plantas 
inoculadas 
 
De manera reseñable, cuando grupos de plantas de N. benthamiana (N=6) 
pulverizadas con IR54k o el vector vacío, fueron inoculadas con el virus en una hoja 
superior, distinta a la pulverizada, todas resultaron infectadas, independientemente del 
extracto utilizado. 
 
Para extender la experimentación a una planta diferente de N. benthamiana se 
utilizaron plantas de pimiento (Capsicum annuum) de 3-4 semanas de vida. Se analizó la 
capacidad protectora de los extractos FP IR54k pulverizados en estas plantas frente a la 
infección de PMMoV. Una hora después de la pulverización, las hojas tratadas fueron 
inoculadas con 20 µl por hoja de un purificado de PMMoV a 10µg/µl. Se llevaron como 
controles plantas pulverizadas con el vector vacío HT115 y plantas no pulverizadas (no 
tratadas). Estas fueron inoculadas de igual manera a lo antes descrito. 
 
En un análisis inicial para evaluar la capacidad de replicación de PMMoV en 
presencia de los extractos FP, se realizó un ensayo biológico de retroinoculación en N. 
tabacum var. Xanthi nc. Se cogió tejido sistémico, a 14 dpi, de 2 plantas de pimiento sin 
tratar, tratadas con el vector vacío o con IR54k. Con cada uno de éstos se preparó un 
macerado y se inoculó en mitades de hojas de N. Xanthi nc. A los 4 dpi se observó en las 
mitades de hojas inoculadas con macerados provenientes de tejido de pimiento sin tratar y 
de tejido pulverizado con el vector vacío HT115 la aparición de lesiones necróticas típicas de 
la respuesta hipersensible desencadenada por PMMoV en este huésped (Figura 3.25). Se 
realizó el recuento de lesiones y éste se resume en la Tabla 3.8. Se observó un número 
similar de lesiones en las mitades de hojas inoculadas con macerados provenientes de 
tejido sin tratar y tejido pulverizado con el vector vacío HT115. Por el contrario, no se 
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Nº de lesiones (a)         Extracto  
Planta 1 Planta 2 
Sin tratar/HT115 192/115 167/174 
HT115/IR54k 183/0 142/0 
observó ninguna lesión en las mitades de hoja que fueron inoculadas con el macerado 
proveniente de la hoja de pimiento pulverizada con extracto FP IR54k (Figura 3.25).  
 
Figura 3.25. Lesiones necróticas en ensayo de retroinoculación en N. xanthi nc. 
 
 
 
Tabla 3.8. Conteo de lesiones necróticas en ensayo de retroinoculación en N. 
xanthi nc. 
 
 
 
 
 
(a): número de lesiones en mitad de hoja izquierda / número de lesiones en mitad de hoja 
derecha, de una misma hoja inoculada con los diferentes extractos. 
 
Se analizó la acumulación de PMMoV, a 25 dpi, en tejido sistémico de los pimientos, 
mediante ELISA-DAS. Se detectó a PMMoV en el 100% de las plantas sin tratar y sólo en el 
66% de las plantas que fueron pulverizadas con el vector vacío HT115 (Tabla 3.9). Esto nos 
sugiere la existencia de un efecto inhibidor parcial del extracto bacteriano aún en ausencia 
de dsRNA homólogo al virus. En la totalidad de las plantas que fueron pulverizadas con 
extractos FP IR54k no se detectó acumulación de PMMoV, es decir, que el 100% de estas 
plantas resultaron protegidas de la inoculación con el virus, manteniéndose libre de 
síntomas hasta el fin de su ciclo vital (Figura 3.26). Cabe destacar que la acumulación de 
virus en las plantas sin tratar es similar al de las plantas tratadas con el vector vacío que 
resultaron infectadas (Tabla 3.9).  
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Sin  tratar              HT115              IR54k                Sin inocular 
Extracto F P 
bacteria 
Plantas 
infectadas (a) 
Titulo viral PMMoV 
Sin tratar 6/6 1,241 ± 0,091 
HT115 4/6 1,207 ± 0,076 
IR54k 0/6 0,096 ± 0,024 
Control no inoculado - 0,094 ± 0,072 
 
     Tabla 3.9. Detección de PMMoV en tejido sistémico mediante ELISA.  
 
(a): número de plantas infectadas / total de plantas inoculadas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                Figura 3.26. Fenotipo de las plantas de pimiento, a 40 dpi. 
 
 
Esto resultados nos indican que la pulverización con extractos FP IR54k interfirió con 
la replicación de PMMoV y resultó efectiva para proteger a plantas de pimiento de la 
infección con el virus. 
 
3.2.3.2. Pulverización de extractos FP de dsRNA PVY  
 
A fin de extender los conocimientos adquiridos en la protección ofrecida por la 
pulverización de los extractos FP a otro virus de importancia económica en cultivos 
hortícolas, y que además nos permita analizar el potencial de la protección frente a la 
inoculación de virus por vectores, elegimos el virus Y de la patata. Realizamos dos tipos de 
construcciones a partir de la secuencia de la CP. Clonamos la CP en el plásmido L4404 
(CPPVY) y, por otro lado, diseñamos una repetición invertida (IRCPPVY)  la cual clonamos 
en un vector bajo un promotor T7 único (ver MyM, apartado 2.6.3). Con estas 
construcciones transformamos bacterias HT115. Una vez inducidos los cultivos con IPTG 
(ver 3.2.1.1), procedimos a la rotura de las células bacterianas mediante la Prensa 
Francesa, obteniendo así extractos para ser utilizados en los ensayos con un rendimiento 
similar en la producción de dsRNAs para los dos tipos de construcciones. 
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 Purificado PVY  (0,02 µg)        Macerado dilusión 1/10(p/v) 
 
3.2.3.2.1. Preparación del inóculo de PVY 
 
Para analizar una posible influencia del tipo de inóculo viral frente a la protección 
obtenida con los extractos FP se utilizaron 2 tipos de inóculo de PVY. Un tipo de inóculo 
consistió en un purificado viral y el otro tipo en un macerado realizado a partir de tejido de N. 
benthamiana infectada con PVY.  
 
Para determinar la equivalencia en virulencia de los tipos de inóculo se realizaron 
diversas inoculaciones en una planta con respuesta hipersensible frente a PVY, 
Chenopodium quinoa. De esta forma pudimos determinar el título viral a usar de cada tipo 
de inóculo (Figura 3.27).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.27. Lesiones en plantas de C. quinoa inoculadas con purificado de PVY o 
con un macerado viral a una dilución 1/10 (p/v) 
 
Se pulverizaron las hojas de N. benthamiana con los extractos FP IRCPPVY. Una 
hora más tarde, se inocularon con el virus en las hojas previamente pulverizadas. Un grupo 
de plantas fueron inoculadas con el purificado de PVY a 0,02 µg por hoja y 2 hojas por 
planta. Otro grupo de plantas fue inoculado con el macerado de tejido infectado a una 
dilución 1/10 (p/v), 10 µl por hoja y 2 hojas por planta.  
 
Con independencia del tipo de inóculo utilizado el 100% de las plantas que fueron 
pulverizadas con extractos FP del vector vacío HT115 resultaron infectadas con el virus, con 
una acumulación viral de PVY aparentemente superior en las plantas inoculadas con el 
purificado (Tabla 3.10). El 80% de las plantas inoculadas con el macerado y el 90% de las 
plantas inoculadas con purificado resultaron protegidas por el extracto FP IRCPPVY, con 
niveles de absorvancia similares al de una planta no inoculada (Tabla 3.10). 
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Extracto French Press Virus Fenotipo(a) Titulo viral 
PVY macerado 1/10 S 5/5 0,3562 ± 0,1693 HT115 
PVY purificado S 5/5 0,8095 ± 0,2640 
PVY macerado 1/10 R 8/10 0,0112 ± 0,0043 IRCPPVY 
PVY purificado R 9/10 0,0052 ± 0,0023 
Control no inoculado - - 
 0,0072 ± 0,0017 
 
Tabla 3.10. Detección de PVY en hoja sistémica de N. benthamiana a 14 dpi, 
mediante ELISA. 
 
(a) número de plantas resistentes (R) o susceptibles (S) / número de plantas inoculadas 
 
Dado que la protección de los extractos FP es efectiva frente a los dos tipos de 
inóculo analizados, decidimos utilizar en las experimentaciones futuras el macerado de 
tejido infectado de PVY, lo cual nos evita continuas purificaciones del virus. 
 
3.2.3.2.2. Especificidad de la protección con dsRNAs 
 
Se estudió la especificidad del mecanismo que promueve la protección con dsRNAs. 
Se pulverizaron grupos de 10 plantas de N. benthamiana con extractos FP de dsRNAs de 
PVY (CPPVY) o dsRNAs de PPV (CPPPV). PVY y PPV comparten un 61,8% de similitud 
nucleotídica en la secuencia de la CP.  A continuación, se inocularon las plantas con los 
virus heterólogos (macerados de tejido infectado 1/10 (p/v)), es decir, las que habían sido 
pulverizadas con extractos FP CPPVY fueron inoculadas con PPV, y las que fueron tratadas 
con extractos FP CPPPV fueron  inoculadas con PVY. Como control de la actividad 
protectora de los extractos se llevaron grupos de 6 plantas inoculadas con los virus 
homólogos. A los 15 dpi se analizó la acumulación viral en tejido sistémico de las plantas 
mediante ELISA (Tabla 3.11). La totalidad de las plantas tratadas con los pares heterólogos 
resultaron infectadas con el virus respectivo, es decir, los extractos FP no tuvieron 
capacidad protectora frente a un virus con baja similitud de secuencia. En contraste, la 
mayoría de las plantas resultaron protegidas cuando el virus inoculado correspondía al virus 
del que procedía la molécula protectora. 
 
Tabla 3.11. Detección de PVY y PPV en hoja sistémica de N. benthamiana a 15 
dpi, mediante ELISA-DAS. 
Extracto FP Virus (macerado 1/10) Fenotipo(a) Titulo viral 
PPV    S 10/10 1,6471 ± 0,1062 CPPVY 
PVY R  5/6 0,0077 ± 0,0053 
PVY    S 10/10 0,8185 ± 0,1442 CPPPV 
PVV R 4/6 0,0052 ± 0,0023 
Control no inoculado - - 0,0022 ± 0,0010 
    (a) número de plantas resistentes (R) o susceptibles (S) / número de plantas inoculadas 
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Extracto FP Fenotipo(a) Titulo viral PVY 
IRCPPVY R 10/10 0,0403 ± 0,0630 
HT115 S 6/10 0,8288 ± 0,2933 
- S 6/6 0,5969 ± 0,1847 
Control no inoculado  0,0067 ± 0,0024 
a) número de plantas resistentes (R) o susceptibles (S) / número de plantas inoculadas 
3.2.3.2.3. Ensayos de protección con extracto FP IRCPPVY en pimiento 
 
Para analizar la protección de los extractos FP IRCPPVY frente a virus en una planta 
de interés agronómico y comercial, se seleccionaron plantas de C. annumm cv. ‘Yolo 
Wonder’ y se pulverizaron las plantas de forma similar a lo antes descrito. Como inóculo se 
usó un macerado de tejido de pimiento infectado con PVY a una dilución 1/10 (p/v). Se 
inoculó con 10 µl cada hoja, 2 hojas por planta. 
 
Se analizó la acumulación de PVY, a 18 dpi, en tejido sistémico de los pimientos, 
mediante ELISA-DAS. Se detectó a PVY en el 100% de las plantas sin tratar y sólo en el 60 
% de las plantas que fueron pulverizadas con el vector vacío HT115 (Tabla 3.12). Ésto nos 
sugiere, al igual que en experimentos previos en este huésped con PMMoV, la existencia de 
un efecto inhibidor parcial del extracto bacteriano sobre la infectividad viral en pimiento, aún 
en ausencia de una doble cadena homóloga al virus. En las plantas que fueron pulverizadas 
con extractos FP IRCPPVY no se detectó acumulación de PMMoV (Tabla 3.12), es decir, 
que el 100% de estas plantas resultaron protegidas de la inoculación con el virus, 
manteniéndose libre de síntomas hasta el fin de su ciclo vital.  
 
Tabla 3.12. Detección de PVY en hojas sistémica de pimiento a 18 dpi, mediante 
ELISA. 
  
 
 
 
 
 
             
Esto resultados nos indican que la pulverización con extractos FP IRCPPVY interfirió 
con la replicación de PVY y resultó efectiva para proteger a plantas de pimiento de la 
infección con el virus. 
 
3.2.3.2.4. Ensayos de protección con extractos FP de IRCPPVY frente a la inoculación 
de PVY por vectores 
 
Debido a que la principal forma de dispersión en la naturaleza de los potyvirus y en 
particular del virus PVY es a través de vectores, nos interesó analizar si la efectividad de la 
protección de los extractos FP obtenida cuando inoculamos mecánicamente PVY se 
mantiene también cuando el virus es inoculado por el vector Myzus persicae. Para esto se 
seleccionaron plántulas de N. benthamiana de 15 días de vida, las cuales habían sido 
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Extracto FP Infectadas/total(a) % transmisión PVY 
- 22/24 91,6 
Tampón 1/4 21/24 87,5 
HT115 19/24   
19/24 
79,1 
79,1 
IRCPPVY 18/24   
21/24 
75,0 
87,5 
 
(a): número de plantas infectadas / total de plantas inoculadas 
transplantadas en grupos de 24 en bandejas contenedoras. En cada bandeja las plántulas 
fueron pulverizadas hasta empapar completamente su superficie con extractos FP 
IRCPPVY, con el vector vacío HT115 o simplemente con agua. Una vez que los extractos se 
secaron en las plántulas se realizaron ensayos de transmisión del virus planta a planta 
mediada por pulgones (ver MyM, apartado 2.2.7).  
 
A los 7 dpi se observaron los primeros síntomas de infección por PVY en las 
plántulas de N. benthamiana. A los 14 dpi se contabilizó el total de plántulas con fenotipo de 
infección. En la tabla 3.13 se resumen los datos de transmisión del virus en 2 experimentos 
independientes. No se observó ningún efecto protector de los extractos FP frente al virus 
transmitido a las plantas por su vector natural. Esto es, el porcentaje de plántulas que 
resultaron infectadas de las que habían sido pulverizadas con IRCPPVY fue similar al de las 
que habían sido pulverizadas con el vector vacío HT115 (Tabla 3.13), y  al de las que fueron 
pulverizadas con tampón o sin tratar. 
 
Tabla 3.13. Porcentaje de transmisión de PVY mediada por Myzus persicae en 
plántulas sin tratar (-), pulverizadas con: tampón (Tampón), pulverizadas con 
extractos FP: dsRNA PVY (IRCPPVY) o con el vector vacío (HT115). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estos datos nos indican que los extractos FP IRCPPVY no tuvieron capacidad de 
proteger a las plántulas de N. benthamiana de PVY, cuando la inoculación del virus se 
realizó mediante transmisión con el vector Myzus persicae.   
 
3.2.3.2.5. Ensayos de protección con extractos FP en presencia de adyuvantes frente 
a la inoculación de PVY por vectores 
 
En la creencia de que la falta de protección obtenida en los ensayos con extracto FP 
y la inoculación del virus mediante vectores pudiese deberse a la no coincidencia de las 
moléculas dsRNAs con el virus en el interior de la célula, existiendo puntos de entrada del 
virus mediada por el estilete del pulgón en los cuales no estuviera presente la molécula 
protectora, nos planteamos el uso de sustancias ayudantes de la penetración de moléculas, 
como son los adyuvantes empleados en la industria de productos fitosanitarios. 
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Extracto FP+Adyuvante Infectadas/total(a) % transmisión 
HT115 + Li700 0,1% 21/24 87,5 
IRCPPVY + Li700 0,1% 18/24 75,0 
HT115 + Li700 0,5% 19/24 79,1 
IRCPPVY + Li700 0,5% 19/24 79,1 
 
Extracto Infectadas/total(a) % transmisión PVY 
HT115 + Humectol 30cc/HL 19/24 79,1 
IRCPPVY + humectol 30cc/HL 18/24 75,0 
 
Para este tipo de ensayos se utilizaron 2 tipos de adyuvantes de tipo comercial, uno  
de nombre Li700 (Kenogard, S.A.) que tiene características de agente humectante y 
penetrante, y otro denominado Humectol (Industrias Afrasa, S.A.), de características 
similares al anterior. Los extractos FP fueron mezclados con uno u otro tipo de adyuvante, al 
momento de su uso, en proporciones recomendadas por el fabricante y fueron pulverizados 
sobre plántulas de N. benthamiana. De manera similar a lo descrito en los ensayos previos  
se realizó la transmisión del virus planta a planta mediada por pulgones. 
 
El porcentaje de transmisión de PVY fue similar en plántulas pulverizadas con 
extractos FP de IRCPPVY (75% y 79,1%) y las pulverizadas con el vector vacío HT115  
(87,5% y 79,1%) a concentraciones del adyuvante Li700 de 0,1% y 0,5%, respectivamente 
(Tabla 3.14).  
Tabla 3.14. Porcentaje de transmisión de PVY mediada por Myzus persicae en 
plántulas pulverizadas con extractos FP IRCPPVY o con el vector vacío HT115, 
combinados con el adyuvante Li700. 
 
 
 
 
(a): número de plantas infectadas / total de plantas inoculadas 
 
Tampoco se observó un efecto protector de los extractos FP IRCPPVY cuando 
fueron mezclados con el adyuvante Humectol, siendo el porcentaje de transmisión de PVY 
similar al de las plántulas pulverizadas con el vector vacío HT115 más el adyuvante (Tabla 
3.15). 
Tabla 3.15. Porcentaje de transmisión de PVY mediada por Myzus persicae en 
plántulas tratadas con extractos FP IRCPPVY o con el vector vacío HT115, 
combinados con el adyuvante Humectol.  
 
 
 
(a): número de plantas infectadas / total de plantas inoculadas 
 
 
Estos resultados nos indican que no hay un efecto protector de los extractos FP 
IRCPPVY combinado con los adyuvantes utilizados, frente a la inoculación de PVY mediada 
por pulgones. 
 
 
                                                                                                             Resultados 
 79 
3.2.4. PROTECCIÓN FRENTE A PVY MEDIADA POR dsRNA EXPRESADOS 
TRANSITORIAMENTE EN PLANTAS 
 
Con el objeto de analizar si los dsRNAs son una estrategia efectiva en la protección 
frente a virus inoculados por pulgones, clonamos la construcción IRCPPVY en un vector de 
expresión en plantas (pCAMBIA 2300) y transformamos la bacteria Agrobacterium 
tumefaciens, a fin de  expresar  transitoriamente los dsRNAs en tejido vegetal mediante la 
técnica conocida como agroinfiltración.  Esta técnica consiste en la infiltración por presión en 
tejidos foliares de un cultivo de Agrobacterium portador del vector de expresión (ver MyM, 
apartado 2.2.9). 
 
3.2.4.1. Ensayos de protección con dsRNA expresados transitoriamente frente a la 
inoculación mecánica de virus 
 
 
En un análisis previo, agroinfiltramos plantas de N. benthamiana con cultivos de 
Agrobacterium portadores de IRCPPVY o el vector vacío y desafiamos a las plantas frente a 
la inoculación mecánica con PVY. Plantas de 3-4 semanas de vida fueron agroinfiltradas en 
las 2 hojas superiores expandidas. Cuatro días más tarde se inoculó a las hojas previamente 
agroinfiltradas con un macerado de tejido infectado con PVY a una dilución 1/10 (p/v). 
 
Las plantas agroinfiltradas con el vector vacío (N=10) mostraron síntomas de 
infección viral a 7 dpi. Ninguna de las plantas agroinfiltradas con IRCPPVY (N=10) resultó 
infectada por PVY, permaneciendo libre de síntomas hasta el fin del ciclo de vida (Figura 
3.28). 
 
Figura 3.28. Fenotipo de las plantas agroinfiltradas con IRCPPVY o el vector vacio 
e inoculas con PVY, a 14 dpi. 
 
 
Se analizó la acumulación viral de PVY mediante dot blot a 14 dpi, en tejido sistémico 
de las plantas agroinfiltradas con IRCPPVY o con el vector vacío. En el 100% de las plantas 
agroinfiltradas con el vector vacío se detectó acumulación viral de PVY (Figura 3.29). Sin 
  Vector vacío              IRCPPVY 
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Vector vacío 
IRCPPVY 
 IRCPPVY        V V 
 
   25 nt 
   21 nt 
 
5S rRNA 
  
embargo, en ninguna de las plantas agroinfiltradas con IRCPPVY se detectó acumulación 
viral, resultando, por lo tanto, el 100% de las plantas protegidas frente a la infección por 
PVY. 
 
 
Figura 3.29. Detección por dot blot de PVY en tejido sistémico de plantas 
agroinfiltradas con IRCPPVY o con el vector vacío. Como control se llevaron 
plantas no agroinfiltradas o plantas sanas. 
 
 
Para comprobar que la protección obtenida en las plantas está mediada por PTGS se 
detectó la presencia de siRNAs en las plantas agroinfiltradas previo a la infección (Figura 
3.30). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.30. Detección de siRNAs derivados de la CP de PVY, en las hojas 
agroinfiltradas previo a la inoculación, a 4 dpa. Para la detección se empleó una 
sonda de DNA marcada con 32P específica para la CP de PVY. Como marcadores 
de peso molecular se empleó oligonucleótidos de DNA. Como control de carga se 
muestra una tinción de bromuro de etidio del rRNA. 
 
 
3.2.4.2. Ensayos de protección con dsRNA expresados transitoriamente en planta 
frente a la inoculación de virus mediada por Myzus persicae 
 
 
Se agroinfiltraron 8 plantas de N. benthamiana con cultivos de A. tumefaciens 
portadores de IRCPPVY o el vector vacío. Cuatro días después se realizaron ensayos de 
transmisión planta a planta del virus PVY, utilizando el vector Myzus persicae (ver MyM, 
apartado 2.2.7). Se utilizaron además, como control de la transmisión, 8 plantas sin 
agroinfiltrar. 
 
 
Infectada PVY 
 
sana 
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   Vector vacío             IRCPPVY 
 
 
 
     - 
   V V 
IRCPPVY 
 
El 75% de las plantas sin agroinfiltrar y el 100% de las agroinfiltradas con el vector 
vacío resultaron infectadas por PVY. Sin embargo, ninguna de las plantas agroinfiltradas con 
IRCPPVY resultó infectada por el virus, permaneciendo libre de síntomas hasta el fin del 
ciclo de vida (Figura 3.31). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.31. Fenotipo de las plantas agroinfiltradas con IRCPPVY o con el vector 
vacío, e inoculadas con PVY por medio del pulgón Myzus persicae, a 14.dpi. 
 
 
Se analizó la acumulación de PVY, mediante dot blot a 14 dpi, en tejido sistémico de 
las plantas sometidas a los diferentes tratamientos. En concordancia con los síntomas, en el 
75% de las plantas sin agroinfiltrar y en el 100% de las plantas agroinfiltradas con el vector 
vacío se detectó acumulación de PVY (Figura 3.32). En ninguna de las plantas 
agroinfiltradas con IRCPPVY se detectó acumulación  viral, resultando, por lo tanto, el 100% 
de las plantas protegidas frente a la inoculación del virus por pulgones. 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.32. Detección por dot blot de PVY en tejido sistémico de plantas sin 
agroinfiltrar, agroinfiltradas con IRCPPVY o con el vector vacío.  
 
Para analizar si los resultados anteriores de interferencia sobre el proceso de 
transmisión de virus por pulgones son dependientes de la secuencia nucleotídica del 
dsRNA, se realizaron nuevos ensayos utilizando además como control la construcción pBI-
IR54k (Tenllado et al., 2003). Esta construcción permite expresar transitoriamente dsRNAs 
correspondiente a la región 54k de la replicasa de PMMoV, sin homología con PVY.  
 
De modo similar al antes descrito, se agroinfiltraron grupos de 8 plantas de N. 
benthamiana con cultivos de IRCPPVY, pBI-IR54k o con el vector vacío (VV). A los 4 días 
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Agroinfiltración Plantas infectadas/Total(a) % de transmisión 
PVY 
V V 8/8 100 
pBI-IR54k 8/8 100 
IRCPPVY 0/8 0 
 
después de la agroinfiltración se realizó la transmisión planta a planta de PVY utilizando al 
vector Myzus persicae. 
 
El 100% de las plantas agroinfiltradas con pBI-IR54k o con el vector vacío resultaron 
infectadas por PVY. Sin embargo, ninguna de las plantas agroinfiltradas con IRCPPVY 
resultó infectada por PVY (Tabla 3.16), permaneciendo libre de síntomas hasta el fin de su 
ciclo vital. 
 
Tabla 3.16. Porcentaje de transmisión de PVY mediada por Myzus persicae en 
plantas agroinfiltradas con IRCPPVY, pBI-IR54k o con el vector vacío (V V). 
 
 
 
 
 
 
 
(a): número de plantas infectadas / total de plantas inoculadas 
 
Los resultados nos indican que la expresión transitoria en planta de dsRNAs con 
homología a PVY protege de la infección viral, tanto si la inoculación del virus se realiza de 
forma mecánica, como si la inoculación del virus se realiza por medio de su vector natural 
Myzus persicae. 
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4.1. ANÁLISIS DE LÍNEAS TRANSGÉNICAS QUE DIRIGEN LA EXPRESIÓN DE dsRNA 
PARA LA PROTECCIÓN DE PLANTAS FRENTE A VIRUS  
 
La transformación de plantas con secuencias derivadas de virus para la generación 
de resistencia a infecciones virales es una estrategia ampliamente utilizada y ha demostrado 
tener éxito frente a numerosos virus y en diversas especies de plantas (Beachy, 1997; 
Goldbach et al., 2003). 
 
En la generación de resistencia a tobamovirus mediante la transformación de plantas 
se han empleado gran variedad de secuencias derivadas de diversos tobamovirus, CP de 
TMV (Powell-Abel, 1986; Nelson et al., 1987; Nejidat and Beachy, 1990; Sanders et al., 
1992), replicasa de TMV (Golenboski et al., 1990; Donson et al., 1993, Nguyen et al., 1996; 
Song et al., 1999), replicasa de PMMoV (Tenllado et al., 1995; 1996; Tenllado y Díaz-Ruíz, 
1999), replicasa de CFMMV (Gal-On et al., 2005), proteína del movimiento disfuncional de 
TMV (Lapidot et al., 1993; Malyshenko et al., 1993), entre otras. En todos estos casos, las 
construcciones génicas codificaban secuencias de RNA en las que no se buscaba 
intencionadamente interacciones intramoleculares que dieran lugar a la formación de 
estructuras dsRNAs.  Este es el primer informe de obtención de resistencia transgénica 
frente a tobamovirus en el cual se han utilizado construcciones génicas capaces de producir 
moléculas dsRNAs derivadas de secuencias virales. Éstas, al constituir el inductor del 
mecanismo de resistencia natural de las plantas frente a virus, permiten establecer con 
elevada eficacia un estado de silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) inducido por 
la expresión del transgén (Voinnet et al., 2005).  
 
Se ha demostrado con anterioridad que la inducción de silenciamiento génico es 
eficientemente obtenida con construcciones génicas conteniendo repeticiones invertidas, 
capaces de formar dsRNAs (Waterhouse et al., 1998; Chuang y Meyerowitz,  2000; Levin et 
al., 2000; Mette et al., 2000; Smith et al., 2000; Wang y Waterhouse; 2000; Kalantidis et al., 
2002; Pandolfini et al, 2003). Waterhouse et al. (1998) demostraron directamente el papel de 
los dsRNAs en el establecimiento de PTGS y la resistencia a virus. Ellos mostraron que 
mediante la expresión de transgenes derivados de secuencias de PVY, en orientación 
sentido o antisentido se obtuvo un bajo porcentaje de silenciamiento y resistencia a virus. 
Sin embargo, cuando estos transgenes se combinaron, expresándose simultáneamente e 
implicando la formación de dsRNAs, el silenciamiento y la resistencia a virus se incrementó 
drásticamente.  
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En el presente trabajo se han obtenido plantas de N. benthamiana transformadas con 
construcciones dispuestas en repetición invertida (IR), IR 54k y GusIR 54k, y plantas 
transformadas con construcciones dispuestas en repetición directa, Gus(+)ssRNA 54k y 
Gus(-)ssRNA 54k, todas ellas derivadas de secuencias de PMMoV. Cuando en estas 
plantas R0 se analizó el nivel de resistencia al virus se observó que el mayor número de 
líneas que se mostraron altamente resistentes (inmunes) frente al virus correspondió a 
líneas transformadas con repeticiones invertidas (77,7% de líneas IR 54k y 56,2% de líneas 
GusIR 54k). Por el contrario, el mayor número de líneas que se mostraron susceptibles 
frente al virus, correspondió a líneas transformadas con repeticiones directas (60,0% de 
líneas Gus(+)ssRNA 54k y 66,7% de líneas Gus(-)ssRNA 54k). Según estos resultados la 
utilización de construcciones IR sería la estrategia de elección para la aplicación del 
concepto de resistencia derivada del patógeno encaminada a la obtención de resistencia 
frente a PMMoV en cultivos. 
 
Sin embargo, el clonaje de construcciones tipo IR presenta dificultades 
metodológicas. En general, es conocido que estructuras IR causan inestabilidad en el 
plásmido portador y particularmente en los procariotas son a menudo delecionadas (Lilley, 
1981; Collins et al., 1982). Una manera eficiente de producir un transgén IR estable en E. 
coli y A. tumefaciens y que pueda ser transferido a plantas, es separar las secuencias por 
una región espaciadora suficientemente larga (DasGupta et al., 1987; Waterhouse et al., 
1998). En este sentido, se ha demostrado que no sólo la presencia de una construcción IR, 
sino también la estructura de ésta parece ser importante para inducir eficientemente 
silenciamiento génico. De Buck et al. (2001) informaron que la región espaciadora puede 
tener una pronunciada influencia en el grado de inducción del silenciamiento del transgén y 
su mantenimiento. Smith et al. (2000) desarrollaron diferentes construcciones con capacidad 
de expresar moléculas dsRNAs. De las plantas que fueron transformadas con una 
construcción conteniendo secuencias sentido y antisentido (IR) separadas por un fragmento 
espaciador de 800 nts, el 60% de ellas mostró silenciamiento del transgén. Sin embargo, 
cuando este fragmento espaciador fue reemplazado por una secuencia que codificaba para 
un intrón, con capacidad  de procesarse por “splicing”, casi el 100% de las plantas mostró 
silenciamiento del transgén.   
 
En esta investigación hemos utilizado como región espaciadora de nuestras 
construcciones IR 54k y GusIR 54k una secuencia de aproximadamente 500 nts, la cual 
codifica un gen que confiere resistencia al antibiótico fleomicina. La ventaja que ofrece esta 
alternativa respecto a las anteriores es la de favorecer la estabilidad de las construcciones 
génicas IR, inherentemente inestables en procariotas, mediante el uso del antibiótico de 
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selección en los diferentes pasos de clonación. La adopción de esta estrategia en estudios 
enfocados al silenciamiento de productos génicos facilitaría la obtención de construcciones 
IR correspondientes a diversas secuencias, virales o de otro origen, como paso previo a su 
expresión transitoria o a la transformación genética estable en la planta. En este trabajo, el 
77,7% y 56,2% de las líneas regeneradas R0 transformadas con construcciones IR y GusIR 
respectivamente (Tabla 3.2), mostraron un fenotipo de alta resistencia (inmunidad) frente al 
virus, lo que nosotros atribuimos a un mecanismo de silenciamiento del transgén. Estos 
resultados concuerdan con los informados por Smith et al. (2000), cuando la región 
espaciadora no corresponde a un intrón (60%). El menor rendimiento en resistencia que se 
observa en el caso de la construcción GusIR comparada con la construcción IR, podría 
deberse a la presencia de un tramo de 1,8 kb correspondiente a RNA lineal (gen Gus), lo 
que podría conferir inestabilidad a la estructura IR que la sigue, favoreciendo una estructura 
RNA con un carácter de inductor más débil de PTGS que la construcción IR.  
 
Del análisis comparado de las Tablas 3.1 y 3.4, se desprende, en términos 
generales,  una concordancia entre los datos de resistencia obtenidos en las generaciones 
R0 y R1 de las líneas transgénicas. Las líneas transgénicas IR1, IR4, GusIR6 y GusIR16, las 
cuales se mostraron inmunes frente al virus en ensayos biológicos de infectividad realizados 
en la generación R0, mantuvieron su condición de inmunes frente a desafíos por inoculación 
con virus purificado en todas las plantas analizadas en la generación R1. Además, todas las 
líneas que se mostraron susceptibles en la generación R0, también lo fueron en la R1. En 
cuanto a aquellas líneas que se mostraron inmunes o con moderada resistencia en R0 y no 
mantuvieron esta condición en la generación R1, o la mantuvieron parcialmente, pueden 
esbozarse algunas posibles explicaciones. En aquellas líneas que presentan parte de la 
progenie en R1 con resistencia al virus, esto podría deberse a eventos de segregación del 
locus determinante de la resistencia. En aquellas líneas que siendo inmunes o 
moderadamente resistentes en la generación R0 y que se mostraron susceptibles en R1, 
puede argüirse que quizás el nivel de resistencia mostrado en el ensayo biológico en hojas 
de las plantas transgénicas R0 no fue suficiente para impedir que el virus colonizara a las 
plantas en R1, o quizás que en aquellos casos el ensayo biológico resultó fallido. 
 
Una característica de la resistencia a virus mediada por silenciamiento de RNA es 
que se pueden observar dos tipos de respuestas de las plantas frente a la infección viral, 
total inmunidad frente a la infección (Dougherty et al., 1994; English et al., 1996; Sijen et al., 
1996), o una recuperación de la infección inicial en los tejidos nuevos y resistencia a un 
segundo desafío por el virus o por uno estrechamente relacionado (Dougherty et al., 1994; 
Linbdo et al., 1993). En el presente trabajo se han identificado cuatro líneas (R1) 
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transgénicas, IR1, IR4, GusIR6, GusIR16,  que han exhibido un alto nivel de resistencia 
(inmunidad) frente a la infección por PMMoV, no detectándose trazas del virus, por métodos 
biológicos ni moleculares, en las plantas inoculadas. Sin embargo, en ninguna de las 
diferentes líneas analizadas hemos observado un fenómeno de “recovery” o recuperación, 
ya que las líneas susceptibles una vez infectadas por el virus no mostraron ningún indicio de 
recuperación de la infección viral. Esto podría explicarse por el carácter de “fuerte” inductor 
de silenciamiento del transgén empleado (IR), lo que favorecería un tipo de resistencia más 
cercano a la inmunidad que a la respuesta de “recovery”. Cabe señalar que ninguna de las 
líneas R1 transformadas con construcciones dispuestas en repeticiones directas, tanto en 
orientación sentido (Gus(+)ssRNA), como antisentido (Gus(-)ssRNA), mostraron algún tipo 
de resistencia frente al virus. Esto podría explicarse teniendo en cuenta el número limitado 
de líneas analizadas y la baja frecuencia (10-20%) informada en la literatura en la obtención 
de resistencia frente a virus utilizando secuencias RNA sin estructura secundaria.  
 
En múltiples trabajos de silenciamiento génico se ha observado con frecuencia  la 
relación existente  entre el silenciamiento génico y la presencia en las plantas de múltiples 
copias del transgén (Smith et al., 1994; Goodwin et al., 1996; Muskens et al., 2000).  En el 
trabajo desarrollado por Goodwin et al. (1996) se sugiere que la resistencia mediada por 
RNA en la línea 2RC-6.13 necesita la integración de 3 o más copias del transgén para 
establecer un estado de alta resistencia. Sin embargo, Ma y Mitra (2002) determinaron que 
la inducción de silenciamiento es independiente del número de copias del transgén, no así 
del número de repeticiones directas; un transgén con 3 o 4 repeticiones directas de un gen 
indujo el PTGS en casi el 100% de los transformantes. En el presente estudio las líneas 
transformadas con repeticiones directas poseen un bajo número de lugares de integración 
(1-2) del transgén, lo que también podría argumentarse como causa de la susceptibilidad 
frente al virus en la totalidad de estas líneas analizadas.  
 
Interesantemente, las plantas que resultaron resistentes frente al virus: IR1, IR4, 
GusIR6 y GusIR16, poseen un solo locus de inserción del transgén, según lo estimado por 
la segregación de la resistencia a kanamicina. Estos resultados no pueden ser comparados 
con los obtenidos con construcciones directas, las que han sido denominadas inductores 
“débiles” de PTGS. Las líneas que exhibieron resistencia frente a virus poseen una 
construcción en repetición invertida, capaz de producir constitutivamente moléculas dsRNAs 
en las plantas.  En la actualidad se conoce que el dsRNA es un excelente inductor de PTGS 
(Fire et al., 1998; Kennerdell y Carthew, 1998; Waterhouse et al., 1998). Además, en 
aquellos trabajos en que se ha estudiado con detalle la estructura y disposición de 
transgenes en plantas silenciadas, los cuales no han sido diseñados intencionadamente 
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como estructuras IR, se ha comprobado que el silenciamiento se produce con frecuencia en 
plantas que contienen algún locus formado por varias copias del transgén en disposición IR 
(Stam et al., 1997; Wang y Waterhouse, 2000; Muskens et al., 2000).  
 
El silenciamiento génico en plantas ha sido asociado con la presencia de pequeños 
RNAs de bajo peso molecular, llamados también pequeños RNAs interferentes (siRNAs). Se 
han descrito dos clases de siRNAs de tamaños distintos, 21 nts y 25 nts (Hamilton et al., 
2002; Tang et al., 2003), los cuales parecen tener diferentes funciones. El siRNA de 21 nts 
guía el corte del RNA diana por el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) y el 
siRNA de 24 nts dirige el silenciamiento sistémico y la metilación del DNA (Hamilton et al., 
2002). Según ha quedado reflejado en este estudio, las líneas transgénicas resistentes al 
virus producen las dos clases de siRNAs (21 nts y 25 nts), aún antes de ser desafiadas con 
el virus. Esto es, que la presencia de dsRNA expresado a partir del transgén en IR activa la 
maquinaria de PTGS en las plantas. La detección de siRNAs en plantas resistentes previo a 
la inoculación viral, coincide con lo expresado por Kalantidis et al. (2002), quienes 
demostraron que la detección de siRNAs es un marcador de resistencia mediada por PTGS, 
en sus plantas transgénicas transformadas con repeticiones invertidas de la CP de CMV. 
Acorde con el modelo descrito para PTGS, los siRNAs serían incorporados en el complejo 
RISC y guiarían la degradación específica de todo RNA que presentara una elevada 
similitud con el dsRNA inductor (Hamilton y Baulcombe, 1999; Hammond et al., 2000). Esto 
resultaría en una respuesta de resistencia altamente efectiva contra el virus del cual derivó 
el transgén y razas estrechamente relacionadas (Lindbo et al., 1993; Smith et al., 1994).  
 
Un dato aparentemente contradictorio es el hecho de que el nivel de acumulación de 
los transcritos producidos en las líneas IR silenciadas sea comparable al detectado en las 
líneas con repeticiones directas o en líneas IR no silenciadas, aunque sólo en las primeras 
es posible detectar siRNAs que caracterizan el estado silenciado. Sería esperable que el 
mismo mecanismo que impide el establecimiento de la infección por degradación del RNA 
viral, produjera una drástica reducción en la acumulación de los transcritos mensajeros en 
esas líneas silenciadas. Se ha informado en la literatura que en líneas silenciadas 
transformadas con construcciones que expresan RNA sin estructura secundaria se 
acumulan unos niveles de mRNA sensiblemente menores que en las líneas transgénicas no 
silenciadas (Tenllado y Díaz-Ruíz, 1999; Barajas et al., 2004). Esta paradoja podría 
explicarse asumiendo que los dsRNA generados a partir del transgén serían procesados por 
la enzima de tipo RNasa III, generando siRNAs, pero sin embargo, estos dsRNAs  no serían 
reconocidos como sustrato de la actividad RISC y por tanto, aun en presencia de un estado 
silenciado activado, los transcritos producidos en líneas IR silenciadas no serían degradados 
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permitiéndose su acumulación. El reconocimiento del RNA diana por RISC requiere la 
complementariedad de bases entre el siRNA presente en el complejo enzimático y el 
sustrato RNA. Al ser el sustrato en este caso un dsRNA, la interacción entre el complejo 
enzimático y el sustrato se vería desfavorecida respecto a la interacción de las bases con 
sus complementarias en el dsRNA. Probablemente en las plantas silenciadas IR se da un 
equilibrio dinámico entre la transcripción del transgén en el núcleo y la degradación del 
dsRNA por la Dicer en el citoplasma, de manera que en el estado estacionario es posible 
detectar tanto el transcrito (dsRNA) como los siRNAs responsables del PTGS.  
 
En esta Tesis se ha demostrado que la resistencia obtenida en plantas transgénicas 
de la línea IR4#8 que expresan dsRNAs de PMMoV fue efectiva frente a una dosis de 
inóculo que excede en varios órdenes de magnitud la necesaria para infectar plantas de 
genotipo silvestre. No se detectaron trazas del virus en hoja inoculada ni en hojas superiores 
y las plantas resultaron protegidas de la infección viral hasta el final de su ciclo vital. Más 
aún, la resistencia no pudo ser sobrepasada frente a  una presión de inóculo viral aportado 
vía haces vasculares desde una planta infectada. Existen numerosos estudios realizados 
con injertos que aportan evidencia de que las proteínas y el RNA, también los de virus, se 
mueven desde el pie de injerto hacia la parte aérea de éste, a través del floema (Xoconostle-
Cázares et al., 1999; Golecki et al., 1999; Sonoda y Nishiguchi, 2000). Sin embargo, en la 
parte aérea de los injertos realizados en el presente trabajo con plantas de la línea IR4#8, 
no se detectó RNA de PMMoV, a pesar del continuo aporte de inóculo desde el pie de injerto 
wt infectado con el virus. Por lo tanto, la ausencia de virus en la parte superior de estos 
injertos, que se tradujo en un fenotipo de completa resistencia frente al virus, lo atribuimos a 
una respuesta de elevada resistencia de las plantas transgénicas IR4#8 mediada por PTGS. 
Los injertos controles llevados en nuestra experimentación, injerto de una planta wt sobre 
una planta wt, nos evidencian que el movimiento de PMMoV no fue impedido por la unión 
del injerto. El virus sobrepasó este punto hasta hacerse sistémico en la parte superior, 
desarrollando las plantas la sintomatología típica de una infección por PMMoV. Estos datos 
nos permiten sugerir que la elección de construcciones IR como estrategia para conferir 
resistencia derivada del patógeno a través de la transformación genética de plantas es la 
recomendada, respecto a otras construcciones como las que codifican para la producción de 
proteínas virales, en donde la resistencia se ve sobrepasada por presiones de inóculo 
elevada (Beachy, 1997). Además, la utilización de construcciones del tipo IR presenta 
ventajas desde el punto de vista del posible impacto ecológico y al medio ambiente, ya que 
este tipo de transgén no requiere la producción de proteínas o genes funcionales para 
inducir una respuesta de elevada resistencia frente a virus.  
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La resistencia a virus mediada por dsRNAs se tradujo en inmunidad frente a PMMoV 
en varios casos. Sin embargo, esta protección fue efectiva solo frente al virus homólogo y 
razas virales con un alto nivel de similitud nucleotídica. Los tobamovirus TMV, ToMV y 
PMMoV-I poseen una similitud nucleotídica en la región 54k del 73%, 70% y 93% 
respectivamente, respecto a la misma región de PMMoV. Cuando se desafió a la línea 
resistente IR4#8 por inoculación con estos tobamovirus, TMV y ToMV sobrepasaron la 
resistencia de las plantas IR4 resultando con claros síntomas de infección viral. Sin 
embargo, frente a PMMoV-I se observó un fenotipo de inmunidad. Estos resultados 
confirman el elevado nivel de especificidad del mecanismo que otorga resistencia a las 
plantas transgénicas. Esto podría constituir una limitación, si lo que se pretende es obtener 
resistencia transgénica frente a distintas razas de tobamovirus de pimiento que posean un 
bajo nivel de similitud nucleotídica. Sin embargo, la gran mayoría de aislados virales 
descritos como tobamovirus de pimiento pertenecen a los patotipos P1,2 y P1,2,3, cuyos 
aislados representativos son PMMoV y PMMoV-I respectivamente (Tenllado et al., 1997). 
 
La resistencia transgénica a un virus, mediada por silenciamiento génico 
postranscripcional, puede ser extensiva a un virus heterólogo, si éste último porta una 
secuencia homóloga al transgén inductor de silenciamiento. En la línea IR4#8, además de 
observar resistencia a PMMoV, se ha observado completa resistencia a PVX-54k, un vector 
viral derivado de PVX que porta la secuencia 54k de PMMoV. Las plantas transgénicas 
inoculadas con transcritos virales de PVX-54k resultaron inmunes frente al virus heterólogo, 
no detectándose trazas del virus en hoja inoculada ni en hoja superior. Estos resultados 
apoyan que la resistencia es dependiente de homología y basada en PTGS. Además, esta 
característica de la resistencia a virus presenta una importante ventaja frente a posibles 
eventos de recombinación entre el transgén y un virus heterólogo, ya que cualquier virus 
recombinante portando secuencias con homología al transgén sería diana del PTGS y su 
RNA sería degradado. 
 
El conjunto de resultados de este apartado nos permiten afirmar que la 
transformación genética de plantas con secuencias que dirijan la formación de estructuras 
dsRNA constituye el método más efectivo para conferir resistencia derivada del patógeno 
frente a infecciones por PMMoV y presumiblemente frente a otros virus. 
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4.2. ANÁLISIS DE LA UTILIZACIÓN DE dsRNAs DERIVADOS DE SECUENCIAS 
VIRALES PARA LA PROTECCIÓN DE PLANTAS FRENTE A VIRUS 
 
Se ha demostrado en plantas y animales que el RNA de doble cadena (dsRNA) 
desencadena una respuesta de regulación de la expresión génica basada en RNA a la que 
se ha denominado silenciamiento o interferencia por RNA (RNAi) (Matzke et al., 2001). 
Mediante la inyección de moléculas sintéticas de dsRNAs en embriones de Drosophila, en 
C. elegans o en cultivos de células de mamíferos, se ha conseguido el silenciamiento del 
RNA, específico de secuencia, a nivel postranscripcional (Fire et al., 1998; Kennerdell y 
Carthew, 1998; Yang et al., 2002). También en organismos como Trypanosoma brucei (Ngô 
et al., 1998) y en ratones (Wianny y Zernicka-Goetz, 2000), se ha inducido el silenciamiento 
de genes endógenos por la introducción de dsRNAs homólogos. Recientes estudios han 
demostrado que el RNAi puede ser desencadenado en plantas contra los virus mediante la 
aplicación de moléculas dsRNAs derivadas de secuencias virales y transcritas in vitro, por 
inoculación mecánica junto al virus homólogo (Tenllado y Díaz-Ruíz, 2001). Además, la 
defensa de las plantas frente a virus mediante el mecanismo de silenciamiento del RNA ha 
constituido la base para el desarrollo de estrategias biotecnológicas de protección frente a 
infecciones virales (Prins, 2003; Tenllado et al., 2004). 
 
En el presente estudio, se ha tomado ventaja de la cepa de E. coli HT115 (DE3) para 
establecer un sistema de producción de dsRNAs derivados de secuencias virales, con el 
potencial de desencadenar PTGS en plantas contra virus. Esta cepa es deficiente para la 
enzima RNasa III, la cual rompe moléculas de dsRNA en fragmentos de RNA de 13 a 15 nts, 
un tamaño que los incapacita para desencadenar RNAi (Amarasinghe et al., 2001). 
Originalmente, E. coli HT115 (DE3) fue utilizada en un sistema de expresión in vivo capaz 
de producir grandes cantidades de dsRNA con el propósito de desencadenar RNAi en el 
nematodo C. elegans. Cuando estos gusanos fueron alimentados con la cepa HT115 (DE3) 
productora de dsRNA, se produjo el silenciamiento del gen endógeno homólogo (Timmons 
et al., 2001).  
 
En el presente trabajo, se ha adoptado este sistema y se ha demostrado que 
mediante este método simple y efectivo se producen con éxito moléculas de dsRNAs 
derivadas de secuencias virales. Estos dsRNAs fueron estables y se acumularon a altos 
niveles en el interior de las bacterias inducidas, llegándose a obtener rendimientos de 4 µg 
de dsRNA/ml de cultivo. Además, se ha demostrado que estos dsRNAs tienen actividad 
interferente frente a virus, de una manera específica de secuencia, cuando son aplicados en 
plantas junto a sus virus homólogos por inoculación mecánica. Se ha conseguido 
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interferencia frente a virus con dsRNAs derivados de tres virus, PMMoV, PPV y PVY, 
pertenecientes a familias diferentes, los tobamovirus y los potyvirus y aplicados sobre 
diferentes huéspedes, N. benthamiana y C. annuum L. Estos resultados permiten aventurar 
que la estrategia desarrollada sería efectiva  frente a otros virus que siguen estrategias de 
expresión de sus genomas diversas.  
 
Los dsRNAs derivados de la región 54k de PMMoV (IR 54k) presentes en 
preparaciones bacterianas de ácidos nucleicos totales interfirieron con la replicación viral 
cuando fueron co-inoculados en plantas de N. benthamiana, no detectándose acumulación 
viral en la hoja inoculada ni en hoja sistémica, resultando las plantas protegidas de la 
infección viral. En contraste, todas las plantas inoculadas con el virus más extractos del 
vector vacío resultaron infectadas con el virus. Estos resultados concuerdan con los 
obtenidos por Tenllado y Díaz-Ruíz (2001), quienes informaron que dsRNAs derivados de 
secuencias virales, obtenidos por transcripción in vitro, cuando fueron co-inoculados con sus 
virus homólogos interfirieron con la replicación viral y protegieron a las plantas.  
 
Interesantemente, dsRNAs competentes para RNAi fueron encontrados en extractos 
crudos de bacterias. Estos extractos fueron obtenidos por la lisis de las células bacterianas 
que expresaron los dsRNAs, mediante la Prensa Francesa (FP). Esta aproximación evitó 
laboriosos protocolos de purificación de los dsRNAs y además, establece un protocolo inicial 
para la producción masiva de estas moléculas con vistas a su aplicación futura como 
método de control de las virosis. Se ha demostrado, en esta Tesis, que dsRNAs homólogos 
presentes en extractos crudos FP, fueron competentes para interferir con la infección viral 
en dos huéspedes sistémicos, sin efectos adversos en la superficie foliar. La mayoría de 
plantas de N. benthamiana que fueron co-inoculadas con el virus (PMMoV o PPV) y su 
dsRNA homólogo (IR54k o HCPPV y CPPPV, respectivamente) y plantas de C. annuum L. 
que fueron co-inoculadas con el virus (PMMoV) y su dsRNA homólogo (IR54k), fueron 
resistentes a la infección viral, durante todo su ciclo de vida. Más aún, no se detectó 
acumulación viral en hojas inoculadas ni en hojas sistémicas de estas plantas. 
 
Los resultados obtenidos en una serie de diluciones de los dsRNAs de PMMoV 
(IR54k) sugieren la existencia de un umbral requerido para lograr la interferencia con la 
replicación viral. El nivel de concentración de dsRNA requerido para inducir RNAi ha sido 
informado para plantas (Schweizer et al., 2000). Tuschl et al. (1999) mostraron que se 
requiere un gran exceso de dsRNAs para lograr una respuesta óptima de RNAi en su 
sistema de células de Drosophila. Sin embargo, otros autores han informado que sólo unas 
pocas moléculas de dsRNAs por célula son suficientes para desencadenar RNAi (Fire et al., 
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1998; Kennerdell y Carthew, 1998). En esta Tesis se ha determinado que una dilución de 10 
veces de los extractos FP de dsRNAs constituye el umbral mínimo requerido para obtener 
interferencia con la replicación del virus homólogo PMMoV. Esta dilución puede representar 
la cantidad mínima de dsRNAs requerida para activar RNAi frente a un patógeno altamente 
replicativo. Tenllado y Díaz-Ruíz (2001) determinaron que un exceso de 500 veces de las 
moléculas dsRNAs sobre el título viral, es el umbral requerido para la interferencia con la 
multiplicación viral. Este efecto de dosis probablemente implica que ésta es la cantidad 
mínima requerida para asegurar que la mayoría del RNA viral penetra en la célula en 
combinación con moléculas de dsRNAs.  
 
En un paso adicional, se ha desarrollado una metodología para la aplicación de los 
productos interferentes mediante una combinación de la lisis de las células bacterianas con 
la Prensa Francesa y la pulverización de estas preparaciones crudas en la superficie de las 
plantas. Se ha demostrado que la infectividad del virus PMMoV fue significativamente 
abolida cuando las plantas fueron pulverizadas con lisados de FP IR54k homólogos al virus, 
hasta 5 días antes de la inoculación con el virus. La racionalización del fenómeno se basa 
en que las moléculas de dsRNAs permanecen estables en la superficie foliar tras la 
pulverización, penetrando en la célula vegetal junto con las partículas virales a través de la 
abrasión que la inoculación mecánica ocasiona en las células epidérmicas de la hoja. Una 
vez en el interior de la célula, el dsRNA sería convertido en siRNAs que guiarían la 
degradación específica de secuencia del virus homólogo por la maquinaria de silenciamiento 
celular (Tenllado et al., 2004). Análisis previos realizados por Tenllado y Díaz-Ruíz (2001) 
demostraron la estabilidad de las moléculas dsRNAs. Ellos informaron que la mayoría de las 
moléculas dsRNAs aplicadas en la superficie foliar permanecieron relativamente estables y 
persistieron en la hoja varios días después de ser aplicados, aún después de exhaustivos 
lavados.  La falta de protección de los productos interferentes pulverizados 7 días antes de 
la inoculación con el virus puede deberse a la pérdida de estabilidad de las moléculas 
dsRNAs en la superficie foliar, o a que el crecimiento de la superficie foliar deje zonas de la 
hoja desprovistas del producto interferente y al ser inoculadas con el virus penetren 
partículas virales en ausencia del agente protector. 
 
Se han realizado intentos infructuosos por detectar siRNAs en tejido vegetal 
inoculado con diversos tipos de preparaciones bacterianas portadores de dsRNAs. La 
ausencia de un molde RNA en nuestras plantas no transgénicas que permitiera la formación 
de nuevos siRNAs, podría argüirse como una posible causa. Por tanto, si bien formalmente 
no se ha demostrado la implicación de un fenómeno de RNAi en la interferencia observada 
frente a las infecciones virales, la evidencia presentada en esta Tesis permite sugerir que el 
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efecto mostrado por los dsRNAs frente a la infección de virus en plantas refleja el fenómeno 
de RNAi informado en C. elegans. 
 
Se ha demostrado que la protección ofrecida por las moléculas dsRNAs derivadas de 
secuencias virales fue efectiva también en un huésped de interés comercial como es el 
pimiento, y frente a dos virus que ocasionan graves pérdidas económicas en su cultivo, 
PMMoV y PVY. Estos resultados abren interesantes perspectivas del desarrollo de esta 
tecnología para la protección de cultivos, especialmente en aquellos cultivos protegidos bajo 
plástico, donde muchas de las infecciones virales se producen de forma mecánica por la 
manipulación del cultivo. En particular, resulta también interesante en especies 
recalcitrantes a los protocolos de regeneración y/o transformación, lo que limita la utilización 
de la tecnología de la transgénesis, expuesta en el primer apartado de esta tesis, como 
herramienta para el control de las virosis.  
 
Aunque los resultados obtenidos se presentan promisorios para la utilización de esta 
tecnología en la protección de cultivos frente a virus, primero se deben resolver algunas 
importantes limitaciones. En el presente estudio se ha conseguido proteger a las plantas 
frente a la inoculación mecánica de virus mediante la aplicación de moléculas interferentes 
dsRNAs homólogas a éste. Sin embargo, no se ha conseguido la protección de las plantas 
cuando la inoculación del virus se realizó mediante su vector natural Myzus persicae. La 
falta de protección se debería, según creemos, a la vía de acceso del virus al tejido vegetal. 
La transmisión del virus PVY por el pulgón Myzus persicae implica la liberación, a través del 
estilete del vector, de la partícula viral directamente en el interior de la célula vegetal (Martín 
et al., 1997), por lo cual, probablemente, no se lograría la penetración de las moléculas 
dsRNAs pulverizadas sobre la superficie foliar hacia el interior celular junto con el virus. La 
solución a esta limitación es de vital importancia, ya que la gran mayoría de los virus de 
plantas son transmitidos de planta a planta por vectores invertebrados, los cuales en 
muchos casos disponen a la partícula viral directamente dentro de la célula de las plantas 
(López-Moya, 2002).  
 
Para demostrar que efectivamente la causa de la ausencia de protección frente a la 
transmisión de virus por pulgones sería la no coincidencia en la célula vegetal del virus con 
el agente protector, se llevaron a cabo experimentos de expresión transitoria de dsRNAs de 
PVY en el interior de la célula vegetal mediada por A. tumefaciens. La expresión transitoria 
de dsRNA mediante agroinfiltración es un método rápido y sencillo para inducir una 
respuesta de silenciamiento génico (Llave et al., 2000). Además, se ha documentado que la 
transferencia genética mediada por la maquinaria de Agrobacterium ocurre en la mayoría de 
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los tipos celulares presentes en el tejido foliar, incluidas las células epidérmicas receptoras 
del inóculo durante el proceso de transmisión vectorial de PVY (Powell, 1991). Observamos 
una interferencia completa con el proceso de transmisión de PVY por Myzus persicae, en las 
hojas infiltradas con el cultivo de Agrobacterium que expresaba el dsRNA de PVY. Las 
plantas se mantuvieron libres de síntomas hasta el fin del ciclo vital, y no se detectó 
acumulación viral en hoja sistémica. En contraste, las plantas infiltradas con cultivos que 
expresaban el vector vacío o un dsRNA correspondiente a otro virus no relacionado (IR54k), 
mostraron total susceptibilidad frente a la inoculación de PVY por el vector Myzus persicae. 
Por lo tanto, la estrategia de protección mediada por dsRNA es efectiva en el bloqueo del 
proceso de transmisión de virus por pulgones, siempre y cuando el dsRNA esté presente en 
las células que directamente reciben el inóculo viral procedente del insecto vector. 
 
Otra importante limitación es que los dsRNAs inducen el silenciamiento de RNA de 
una manera eficiente sólo en el tejido en el cual han sido aplicados, y no inducen esta 
respuesta en tejido distante, es decir, no hay una respuesta sistémica de defensa inducida 
por los dsRNAs frente al patógeno. Cuando las plantas inicialmente tratadas con dsRNAs 
son posteriormente inoculadas con el virus en tejidos foliares que no han recibido el agente 
protector, las plantas manifestaron síntomas de la enfermedad. El análisis de fenómenos de 
silenciamiento génico en plantas transgénicas ha revelado la existencia de distintos 
componentes en la dinámica de establecimiento del estado silenciado (Ruíz et al., 1998b). 
Así, existe una etapa de iniciación, otra de propagación del estado silenciado a partes 
distantes de la planta y, finalmente, una etapa de mantenimiento del silenciamiento. Las 
etapas de propagación y mantenimiento requieren de un componente genético en la planta 
con homología de secuencia con el RNA diana, que sea capaz de amplificar y diseminar a 
nivel sistémico el estado silenciado. En nuestro caso, el dsRNA pulverizado en las 
superficies foliares lograría desencadenar la etapa de iniciación del proceso, degradando al 
RNA viral siempre y cuando éste se introdujera en el mismo tejido que recibe al dsRNA. Sin 
embargo, la ausencia de un componente genético en la planta con homología al virus en 
nuestro sistema no transgénico impediría la propagación del estado silenciado a regiones de 
la planta distantes del sitio de introducción del dsRNA y, por tanto, determinaría la 
susceptibilidad de la planta ante la entrada de virus en regiones distintas a las tratadas con 
dsRNA. La consecuencia inmediata de esta limitación es que sólo se alcanzaría un grado 
apreciable de protección si se garantizara un adecuado cubrimiento de las superficies del 
cultivo con los extractos de dsRNA protectores, al menos en aquellas zonas susceptibles de 
constituir el punto de entrada de infecciones virales. 
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Además, se debe considerar que la protección obtenida por los dsRNAs es efectiva 
durante un periodo transitorio de tiempo. Obviamente, la aplicación continuada en el tiempo 
de preparados basados en dsRNA en cultivos, representaría unos costes económicos que 
deben ser evaluados en términos de eficacia y rentabilidad antes de su puesta en práctica. 
Alternativamente, el uso de adyuvantes apropiados en las formulaciones basadas en 
dsRNAs podría facilitar la penetración de los productos interferentes en las células y facilitar 
la dispersión de estos productos protectores a regiones distantes de la planta, logrando un 
efecto sistémico de protección frente a infecciones virales. En esta Tesis se ha 
experimentado con dos adyuvantes con resultados negativos en la interferencia con el 
proceso de transmisión vectorial de virus. Sin embargo, no descartamos la existencia de 
algún producto en el mercado de agroquímicos con características físico-químicas que 
pudiese servir exitosamente a la consecución de este objetivo. 
 
Demostradas las bases a nivel experimental de la efectividad de las dos estrategias 
abordadas en esta Tesis para interferir con las infecciones virales, ambas basadas en la 
utilización de moléculas dsRNAs inductoras del silenciamiento génico, se hace necesario 
abordar nuevas investigaciones que permitan validar la efectividad de estas tecnologías en 
las condiciones en las que se desarrollan los cultivos, para que en un futuro éstas pudiesen 
ser incorporadas en programas de protección integrada de los cultivos. 
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El estudio realizado en esta Tesis sobre el análisis de nuevas estrategias basadas en 
silenciamiento génico para el control de enfermedades virales en plantas, nos ha permitido 
llegar a las siguientes conclusiones: 
 
1.  La transformación genética de plantas de Nicotiana benthamiana con secuencias que 
dirigen la formación de estructuras de RNA de doble cadena, derivadas de una 
secuencia de PMMoV, constituye un método eficiente para conferir resistencia frente a 
la infección por el virus. 
 
2. La resistencia en las líneas transgénicas esta mediada por un mecanismo de 
silenciamiento génico postranscripcional inducido por el transgén con anterioridad a la 
infección viral y es específica de secuencia. 
 
3. La expresión de dsRNAs en la línea transgénica IR4#8 otorga resistencia a las plantas 
frente a elevadas dosis de inóculo viral, frente a un inóculo viral continuo aportado vía 
haces vasculares y frente a un virus quimérico heterólogo portando una secuencia con 
homología a la del transgén. 
 
4.  La utilización del sistema de expresión inducible en E. coli HT115 (DE3) permite la 
producción de forma rápida y eficiente de moléculas de RNA de doble cadena derivadas 
de secuencias de diversos virus de plantas. 
 
5.  Las moléculas de RNA de doble cadena presentes en purificados bacterianos y en 
extractos crudos presentan actividad interferente frente a los virus de los cuales derivan 
y esta interferencia es específica de secuencia. 
 
6.  La pulverización de extractos crudos que contienen RNA de doble cadena sobre las 
plantas es un método sencillo y eficiente para proteger a las plantas de la inoculación 
mecánica de virus, pero no es efectiva frente a la inoculación del virus mediante un 
insecto vector.   
 
7. La expresión transitoria en plantas de RNA de doble cadena interfiere con la infección 
viral, tanto si la inoculación se realiza de forma mecánica como si se realiza mediante el 
vector Myzus persicae. 
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